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ABA  Antibakterieller Assay 
Abb.  Abbildung 
ACK  Ammoniumchlorid-Kaliumhydrogencarbonat 
ad  auffüllen auf 
AP  Alkalische Phosphatase 
APC  Allophycocyanin oder antigenpräsentierende Zelle 
Ak  Antikörper 
BMDC  bone marrow derived dendritic cell 
bp  Basenpaare 
BSA  bovine serum albumin (Rinder-Serum-Albumin) 
bzw.  beziehungsweise 
ca.   circa 
CD  cluster of differentiation 
cDNA  complementary DNA (komplementäre DNA) 
CFU  colony forming units (Kolonie-bildende Einheiten) 
cm  Zentimeter 
DAPI  4, 6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid 
DC  dendritic cell 
Defb  β-Defensin (Genname) 
d. h.  das heißt 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
dNTP  Desoxyribonukleosid-Triphosphat 
E. coli  Escherichia coli 
EDTA  Ethylendiamintetraazetat 
EK  Endkonzentration 
ELISA  enzyme-linked immunosorbend assay 
FACS  fluorescence activated cell sorting 
FITC  Fluorescein 
FKS  fötales Kälberserum 
FSC  forward scatter (Vorwärtsstreulicht) 
g  Gramm oder Erdbeschleunigung 
Abkürzungsverzeichnis  XI 
 
GM-CSF  granulocyte-/macrophage-colony stimulation factor 
h  Stunde oder human 
hBD  human β-Defensin 
HPF  high power field (Hauptgesichtsfeld) 
HRP  horseradish peroxidase (Meerrettich-Peroxidase) 
Ig  Immunglobulin 
IL  Interleukin 
i. p.  intraperitoneal 
kb  Kilobase 
kDa  Kilodalton 
kg  Kilogramm 
l  Liter 
LB  Luria Broth (Bakterienmedium) 
LPS  Lipopolysaccharid 
m  aus der Maus oder milli (10-3) oder Meter 
M  molar (mol/l) 
MACS  magnetic cell sorting (magnetische Zellsortierung) 
MALT  mucosa associated lymphoid tissue 
mBD  Maus β-Defensin 
MDP   Muramyldipeptid (N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamine hydrate) 
MFI   mean fluorescence intensity (mittlere Fluoreszenzintensität) 
MHC   major histocompatibility complex 
min  Minute(n) 
MOI  multiplicity of infection 
mRNA  messenger RNA (Boten-RNA) 
µ  mikro (10-6) 
n  nano (10-9) oder Anzahl 
OD  optische Dichte 
ODN  Oligodesoxynukleotid 
ORF  open reading frame 
OVA  Ovalbumin 
PBMC  peripheral blood mononuclear cell (periphere Blut-mononukleare 
Zelle) 
PBS  phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlösung) 
Abkürzungsverzeichnis  XII 
 
PCR  polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 
PE  Phycoerythrin 
PerCP  Peridinin-chlorophyll-protein complex 
Poly (I:C)  Polyinosinic-Polycytidylic acid 
r  rekombinant 
RBC  red blood cell (rote Blutzellen) 
RNA  ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
rpm  rounds per minute 
RPMI  Roswell Park Memorial Institute 
RT  Raumtemperatur oder reverse Transkription 
SD  standard deviation (Standardabweichung) 
SDS  sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat) 
sog.  so genannt 
SSC  sideward scatter (Seitwärtsstreulicht) 
TAE  Tris-acetat EDTA 
Taq  Thermophilus aquaticus 
U  Unit(s) 
ü. N.  über Nacht 
UTR  untranslated region 
v/v  volume/volume (Volumen/Volumen) 
wt  Wildtyp 
w/v  weight/volume (Gewicht/Volumen) 
z. B.  zum Beispiel 
z. T.  zum Teil 
 




1.1 Einführung in das Immunsystem 
 
Das Immunsystem ist die Gesamtheit aller zellulärer und molekularer Komponenten und 
Mechanismen mit der Aufgabe die Integrität des Organismus in der Auseinandersetzung mit 
seiner Umwelt zu wahren. Dies findet in Form einer speziell koordinierten Immunantwort 
statt. Dabei muss das Immunsystem in der Lage sein, den Organismus sowohl vor Angriffen, 
z. B. durch Bakterien oder Viren als auch vor körpereigenen, entarteten Zellen zu schützen 
und zwischen Eigen- und Fremdantigenen zu unterscheiden. Sobald eine solche Bedrohung 
wahrgenommen wird, reagiert der Organismus mit einer entsprechenden Immunantwort, die 
in zwei unterschiedliche Effektormechanismen untergliedert ist. Zum einen steht die 
unspezifische, angeborene Immunantwort, zum anderen die spezifische, adaptive 
Immunantwort zur Verfügung. Gerade bei Neugeborenen spielt die angeborene 
Immunantwort eine wichtige Rolle, da hier das adaptive Immunsystem noch nicht 
ausreichend ausgebildet ist. 
Allgemein bewirkt das angeborene Immunsystem eine frühe und ungerichtete 
Abwehrreaktion gegen z. B. eindringende Mikroorganismen, während sich das adaptive 
Immunsystem erst durch den Kontakt mit Krankheitserregern entwickelt, dann aber eine sehr 
spezifische und wirkungsvolle Waffe gegen Krankheitserreger darstellt.  
Als erste Abwehrmechanismen des angeborenen Immunsystems sind Epithel, Mukosa und in 
diesem Zusammenhang antimikrobielle Substanzen als physikalische und chemische Barriere 
zu nennen. Pathogene, die diese Barriere einmal durchdrungen haben, werden von 
phagozytierenden Zellen wie Makrophagen, dendritischen Zellen (DCs) und Neutrophilen, 
aber auch von natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) bekämpft. Dabei sind Phagozyten in der 
Lage, z. B. Bakterien aufzunehmen, zu verdauen und deren Antigene diversen Zellen des 
adaptiven Immunsystems zu präsentieren, während NK-Zellen z. B. mit Viren infizierte 
Zellen erkennen und deren Apoptose induzieren können. Ein weiterer wichtiger Mechanismus 
ist im Blut zu finden. Das Komplementsystem schützt den Organismus durch Markierung von 
Keimen und die Ausbildung des sogenannten membrane attack complex (MAC), der die 
Zellmembran perforiert und Bakterien dadurch tötet. Körpereigene Zellen hingegen besitzen 
spezielle Mechanismen, um sich vor dem Angriff durch den MAC zu schützen, wie z. B. die 
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Aktivität des CD59, das durch die Bindung der Komplementfaktoren C8 und C9 die 
Entstehung des MAC an Zelloberflächen körpereigener Zellen verhindert. Diese 
Komponenten sind konstitutiv vorhanden und spielen in den ersten Stunden einer Infektion 
eine wichtige Rolle. 
Das adaptive Immunsystem zeichnet sich durch eine sehr spezifische Erkennung von 
Pathogenen und durch ein sogenanntes immunologisches Gedächtnis aus, das dafür 
verantwortlich ist, dass eine spätere Infektion mit dem gleichen Erreger schneller und 
effizienter beseitigt werden kann. Maßgebende Funktionen übernehmen dabei B- und T-
Lymphozyten. Nach dem durch antigenpräsentierende Zellen (APC) vermittelten Kontakt mit 
dem Antigen sind die vorher naiven Lymphozyten aktiviert und können entsprechend der Art 
der Infektion angemessen reagieren. Während B-Zellen Antikörper produzieren, können T-
Zellen z. B. andere Immunzellen unterstützen (T-Helfer-Zellen) oder infizierte Zellen töten 
(zytotoxische T-Zellen). 
Das angeborene und das adaptive Immunsystem sind in der Weise miteinander verbunden, 
dass zum einen die angeborene Immunantwort auch die adaptive Immunantwort stimuliert 
und beeinflusst, und dass zum anderen das adaptive Immunsystem sich einiger 
Effektormechanismen des angeborenen Immunsystems zur Eliminierung von Pathogenen 
bedient. Bei der Kommunikation zwischen dem angeborenen und dem adaptiven 
Immunsystem spielen gerade Chemokine und Zytokine, sowie deren Rezeptoren eine 
bedeutende Rolle (Abbas et al., 2003; Sompayrac, 2003; Janeway et al., 2005). 
 
 
1.2 Familie der β-Defensine 
 
Die Existenz von kationischen Proteinen mit antibakteriellen Eigenschaften wurde erstmals 
1963 anhand von lysosomalen Präparationen aus polymorphonukleären Leukozyten des 
Meerschweinchens beschrieben, die antimikrobiell auf die untersuchten Mikroorganismen 
wirkten. Diese kationischen, antimikrobiellen Proteine unterschieden sich deutlich von 
Lysozym oder anderen bis dahin bekannten antimikrobiellen Enzymen (Spitznagel et al., 
1963; Zeya et al., 1966). Die Bezeichnung „Defensin“ wurde 1985 eingeführt, als gezeigt 
wurde, dass die bislang als „kationische antimikrobielle Proteine“ oder „human neutrophil 
peptide“ (HNP) bezeichneten Peptide wie z. B. HNP-1, HNP-2 und HNP-3 antimikrobielle 
Aktivität gegen die Bakterien Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa und 
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Escherichia coli, gegen den Pilz Cryptococcus neoformans und sogar gegen das Virus Herpes 
Simplex Typ 1 aufweisen (Ganz et al., 1985). Als 1993 aus Neutrophilen des Rindes weitere 
antimikrobielle Peptide isoliert und untersucht wurden, die sich von den bis dahin bekannten 
klassischen Defensinen strukturell unterschieden, wurden diese als „bovine neutrophil          
β-defensins“ (BNBD) bezeichnet und somit in der Familie der β-Defensine zusammengefasst 
(Selsted et al., 1993). Zu dieser neuen Familie wurde auch das zwei Jahre zuvor aus der 
Trachea des Rindes isolierte „tracheal antimicrobial peptide“ (TAP) hinzugefügt, das damit 
das erste beschriebene β-Defensin darstellt (Diamond et al., 1991).  
Allen bisher bekannten α-Defensinen und β-Defensinen sind ein dreisträngiges antiparalleles 
β-Faltblatt und kationische, hydrophobe und amphiphile Eigenschaften gemeinsam. Für die 
beiden Defensin-Familien charakteristisch sind auch die sechs hoch konservierten Cystein-
Reste. Der entscheidende Unterschied zwischen α- und β-Defensinen ist in der Verknüpfung 
der Disulfidbrücken zu finden. Die sechs Cysteine der α-Defensine sind in der Reihenfolge 
Cys1-Cys6, Cys2-Cys4 und Cys3-Cys5 zu Disulfidbrücken verknüpft (Selsted et al., 1989; 
Hill et al., 1991), während die Cysteine der β-Defensine in der Reihenfolge Cys1-Cys5, Cys2-
Cys4 und Cys3-Cys6 miteinander verbunden sind (Tang et al., 1993; Zimmermann et al., 
1995). Des Weiteren besitzen β-Defensine im Gegensatz zu α-Defensinen im N-terminalen 
Bereich vor dem β-Faltblatt noch eine α-Helix (Hoover et al., 2000; Sawai et al., 2001; 
Schibli et al., 2002). Im Gegensatz zu α-Defensinen, die hauptsächlich in Neutrophilen und 
Panethzellen exprimiert werden (Ganz et al., 1985; Wilde et al., 1989), sind β-Defensine 
vornehmlich in verschiedenen Epithelien, Keratinozyten, aber auch in Blutplasma und 
skelettaler Muskulatur zu finden (Bensch et al., 1995; Zhao et al., 1996; Harder et al., 1997; 
Valore et al., 1998; Garcia et al., 2001). NMR-Strukturanalysen zeigten, dass die humanen   
β-Defensine 1 und 2 (hBD1 und hBD2) in Lösung als Monomer, das hBD3 hingegen als 
Homodimer vorliegt (Schibli et al., 2002). Anhand von Röntgenstrukturanalysen einer 
anderen Studie wurde im Gegensatz dazu gezeigt, dass hBD2 Homodimere bildet, die sich 
wiederum zu Oktameren zusammenschließen (Hoover et al., 2000). 
Auf genomischer Ebene wurde als erstes Defensin das HNP-1 (DEFA1), gefolgt von HNP-3 
(DEFA3) auf dem Chromosom 8p23 lokalisiert (Sparkes et al., 1989; Linzmeier et al., 1993). 
In der gleichen Region wurden auch die Gene von hBD1 (DEFB1) und hBD2 (DEFB2) 
gefunden (Harder et al., 1997; Liu et al., 1997; Linzmeier et al., 1999). Weitere Analysen 
dieser Region führten zur Identifikation von hBD3 (DEFB103A) und hBD4 (DEFB104A) 
(Garcia et al., 2001; Garcia et al., 2001; Jia et al., 2001), sowie hBD5 (DEFB105A) und hBD6 
(DEFB106A). Letztere kommen allerdings nur in der Epididymis (Nebenhoden) vor 
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(Yamaguchi et al., 2002). Allgemein scheinen die Mitglieder der Familie der β-Defensine 
hauptsächlich in einem Cluster auf Chromosom 8 lokalisiert zu sein, obwohl es auch 
Ausnahmen wie das mBD19 (Defb19) auf Chromosom 2 gibt (Yamamoto et al., 2002).  
Die Gensequenz der β-Defensine ist durch zwei Exons charakterisiert. Exon 1 und die ersten 
Nukleotide von Exon 2 kodieren für das Signalpeptid, aufgrund dessen die β-Defensine 
sekretiert werden, während die Sequenz des Exon 2 für das sogenannte reife oder aktive       
β-Defensin kodiert (Liu et al., 1997; Liu et al., 1998; Garcia et al., 2001). Es wird diskutiert, 
dass neben der Signalsequenz noch ca. fünf weitere Aminosäuren des N-terminalen Endes 
proteolytisch entfernt werden und dass β-Defensine somit als Präpro-Peptide exprimiert 
werden (Valore et al., 1998). Seit kurzem wird allerdings kontrovers dazu diskutiert, dass nur 
ein Enzym, eine Signalpeptidase, für die Abspaltung des Signalpeptids verantwortlich sein 
könnte, und dass keine weitere Prozessierung des β-Defensins stattfindet (Beckloff et al., 
2008). 
Die bisher untersuchten Vertreter der β-Defensine werden nicht nur in unterschiedlichen 
Geweben oder Zellen exprimiert, sondern auch unterschiedlich reguliert. Während hBD1 in 
Epithelzellen konstitutiv produziert wird, ist die Expression der meisten anderen β-Defensine 
durch proinflammatorische Stimuli induzierbar (Russell et al., 1996; Harder et al., 1997; 
Diamond et al., 2000). Die Expression von hBD2 ist z. B. durch Bakterien, TNF und IL-1, 
nicht aber durch IFNγ induzierbar (Singh et al., 1998; Harder et al., 2004). Diese Induktion ist 
NF-κB abhängig (Liu et al., 1998; Becker et al., 2000). Im Gegensatz zu hBD2 ist die 
Expression von hBD3 auch durch IFNγ und durch Hitze-inaktivierte Bakterien wie 
Pseudomonas aeruginosa und Staphylococcus aureus in Keratinozyten und im Epithel der 
Trachea induzierbar (Harder et al., 2001; Jia et al., 2001; Harder et al., 2004). Nach 
Stimulierung mancher Toll-like-Rezeptoren (TLR), wie z. B. TLR2 mit Peptidoglykan, 
Zymosan oder Hitze-getöteter Candida albicans, TLR3 mit Poly (I:C) oder TLR4 mit LPS 
konnte ebenfalls eine gesteigerte hBD2-Expression nachgewiesen werden (Becker et al., 
2000; Pivarcsi et al., 2005; Schaefer et al., 2005). Speziell für TLR2 konnte gezeigt werden, 
dass die Induktion der Expression von hBD2 durch Stimulierung dieses Rezeptors mit 
Haemophilus influenzae von MyD88, IRAK, TRAF6 und schließlich auch p38MAPK 
abhängig ist (Lee et al., 2008). 
 
Obwohl die Mitglieder der β-Defensin-Familie demnach strukturell viele Gemeinsamkeiten 
aufweisen, gehören ihr eine Vielzahl unterschiedlich regulierter und unterschiedlich 
wirksamer Peptide an, deren Funktionen größtenteils noch unbekannt sind. 
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1.3 Bedeutung der β-Defensine für die angeborene Immunantwort 
 
Die erste beschriebene Eigenschaft von Defensinen, die auch für die Namensgebung 
verantwortlich war, ist ihre antimikrobielle Wirkung. Die Interaktion von Defensinen mit 
Bakterien führt zu einer Destabilisierung sowie Permeabilisierung und letztlich zu einer 
Zerstörung der Zellmembran (Lehrer et al., 1989). Versuche mit Hilfe der Differential 
scanning Mikrokalorimetrie zeigten, dass Defensine aufgrund ihrer hydrophoben Regionen in 
bakteriellen Membranen integrieren können, die mehr negativ geladene Phospholipide 
beinhalten als die Membranen der Klasse der Mammalia (Lohner et al., 1997). Diese 
Interaktion mit bakteriellen Zellmembranen, gezeigt am Beispiel des α-Defensins HNP-2, 




Abb. 1: Permeabilisierung der inneren und äußeren Membran von E. coli nach Behandlung mit HNP-1 
und -2. Ansammlung von elektronendichtem Material im Periplasma (Stern) und der äußeren Membran (Pfeile) 
nach 60 min Inkubation mit HNP-1und-2 (Quelle: Interaction of human defensins with Escherichia coli. 
Mechanism of bactericidal activity, Lehrer et al., 1989). 
 
Ebenso sind β-Defensine, wie z. B. hBD3, in der Lage, in der Zellmembran von z. B. 
Staphylococcus aureus Poren zu bilden. Die Perforation von Bakterien scheint jedoch von der 
Lipid-Zusammensetzung ihrer Zellmembran abhängig zu sein. Es konnte ein direkter 
Zusammenhang zwischen der Lipid-Zusammensetzung der Membran und der 
Empfindlichkeit gegenüber hBD3 hergestellt werden (Bohling et al., 2006). Die bakterizide 
Wirkung von hBD3 ist auch unter physiologischen Bedingungen zu messen (Harder et al., 
2001). Die Perforation der Zellmembran ist aber offensichtlich nicht die einzige direkte 
Wirkungsweise, denn die Behandlung von Candida albicans zeigt zwar, dass hBD2 und 
Einleitung  6 
 
hBD3 die Zellmembran angreifen, dies aber in diesem Fall nicht ausreicht, um den Erreger zu 
töten. Zusätzlich scheint auch die Salzkonzentration v. a. von zweiwertigen Kalzium- und 
Magnesium-Ionen eine wichtige Rolle zu spielen. Der zugrunde liegende antimikrobielle 
Mechanismus ist aber noch unklar (Vylkova et al., 2007). Obwohl für hBD1 und hBD2 
berichtet wurde, dass deren antibakterielle Wirkung mit physiologischen Salzkonzentrationen 
(Natriumchlorid) in vitro stark beeinträchtigt ist (Bals et al., 1998; Singh et al., 1998), konnte 
mittels einer hBD2-transgenen Mauslinie gezeigt werden, dass hBD2 seine antimikrobielle 
Aktivität in vivo entfalten kann (Huang et al., 2002). Weitere Hinweise für die antibakterielle 
Wirkung von β-Defensinen in vivo erbrachte die erste β-Defensin defiziente Maus, deren Gen 
für mBD1 (Defb1) deletiert wurde. Die antimikrobielle Wirkung des mBD1 ist zwar ebenfalls 
Salz-sensitiv, aber anhand der Defb1-/- Mäuse konnte gezeigt werden, dass in vivo mBD1 eine 
antibakterielle Aktivität besitzt, da die mBD1 defizienten Mäuse eine signifikant erhöhte 
Menge an Staphylococcus sp. in der Blase bzw. dem Urin beherbergten (Morrison et al., 
2002). Des Weiteren ist auch die antimikrobielle Aktivität gegenüber Haemophilus influenzae 
in der Lunge dieser Mäuse beeinträchtigt (Moser et al., 2002). 
Somit stellen antimikrobielle Proteine allgemein und speziell β-Defensine aufgrund ihrer 
antimikrobiellen Aktivität eine wichtige Effektorfunktion des angeborenen Immunsystems 
dar. Sie gehören zur ersten Barriere an epithelialen Grenzflächen, die von Pathogenen 
überwunden werden muss. 
 
Das Potenzial der β-Defensine beschränkt sich aber nicht nur auf die antimikrobielle 
Wirkung. Sie sind zusätzlich auch in der Lage, chemotaktisch auf antigenpräsentierende 
Zellen und Mastzellen zu wirken. Allgemein findet die Rekrutierung von Leukozyten entlang 
eines Gradienten von chemotaktischen Faktoren wie z. B. Chemokinen statt (Baggiolini, 
1998; Zlotnik et al., 2000). Das hBD2 ist beispielsweise in der Lage, Mastzellen 
chemotaktisch über einen G-Protein gekoppelten Rezeptor und abhängig von Phospholipase C 
anzulocken (Niyonsaba et al., 2002). Diese rekrutierten Mastzellen werden durch hBD2 
aktiviert, und es folgt die Degranulation und Ausschüttung von Histamin und Prostaglandin 
D2 (Niyonsaba et al., 2001). Zudem induzieren hBD3 und hBD4 chemotaktische Aktivität 
von Monozyten bzw. Makrophagen (Garcia et al., 2001; Garcia et al., 2001). Besonders 
unreife dendritische Zellen, nicht aber reife DCs, reagieren auf hBD1-3 sowie mBD2 und 
mBD3 mit Chemotaxis. Versuche mit der Pro-Form und der aktiven Form der Defensine 
zeigten, dass diese aber hierfür als aktive Defensine vorliegen müssen. Außerdem konnte 
gezeigt werden, dass der CC-Chemokin-Rezeptor 6 (CCR6) notwendig ist für die durch        
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β-Defensine induzierte Chemotaxis (Yang et al., 1999; Biragyn et al., 2001; Yang et al., 
2002). Offensichtlich können neben dem ursprünglich als Liganden von CCR6 beschriebenen 
CCL20 (Baba et al., 1997; Dieu et al., 1998) auch manche β-Defensine als Liganden 
fungieren. Die chemotaktische Aktivität der β-Defensine wird durch Zerstörung der 
Disulfidbrücken aufgehoben, obwohl die antimikrobielle Aktivität dabei erhalten bleibt. 
Daher scheint die Interaktion von β-Defensinen mit CCR6 von der korrekten Ausbildung der 
β-Defensin-Tertiärstruktur abhängig zu sein (Wu et al., 2003). Vergleicht man die anhand von 
NMR-Strukturanalysen ermittelten Tertiärstrukturen von hBD2 und CCL20, so erkennt man 
Gemeinsamkeiten, wie z. B. das dreisträngige antiparallele β-Faltblatt und die α-Helix. 
Letztere ist allerdings bei CCL20 am C-terminalen Ende zu finden (Perez-Canadillas et al., 
2001; Sawai et al., 2001). Betrachtet man jedoch die Chemotaxis von Monozyten, wird klar, 
dass diese noch von mindestens einem weiteren, bisher unbekannten Rezeptor induziert 
werden muss, da Monozyten keinen funktionellen CCR6-Rezeptor exprimieren (Yang et al., 
1999; Yang et al., 2002) 
Zusätzlich zum chemotaktischen Effekt auf CCR6 exprimierende unreife DCs kann mBD2 
die phänotypische und funktionelle Reifung der DCs über TLR4 induzieren. Dies führt zur 
Expression von kostimulatorischen Molekülen und zur Produktion proinflammatorischer 
Zytokine, wie IL-12, IL-1α, IL-1β und IL-6, entsprechend einem TH1-Zytokinprofil (Biragyn 
et al., 2002). 
Im Falle einer bakteriellen Infektion bekämpfen β-Defensine diese also im Rahmen der 
angeborenen Immunantwort sowohl direkt durch ihre antimikrobielle Aktivität als auch 
indirekt durch die Rekrutierung von antigenpräsentierenden Zellen. Über die Grenzen der 
angeborenen Immunität hinaus sind manche β-Defensine in der Lage, die angelockten DCs zu 
aktivieren und in Richtung einer TH1-Immunantwort zu polarisieren. Aufgrund dieser 
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1.4 Bedeutung der β-Defensine für die adaptive Immunantwort 
 
Primär kann die Familie der β-Defensine als Komponente des angeborenen Immunsystems 
angesehen werden. Ihr Einfluss auf die Abwehr von Pathogenen ist aber nicht nur auf ihre 
antimikrobielle Aktivität und auf die Rekrutierung und Aktivierung von Zellen des 
angeborenen Immunsystems beschränkt, sondern reicht bis zu den Zellen des adaptiven 
Immunsystems. So konnte gezeigt werden, dass hBD2 ebenso chemotaktisch auf CCR6+ 
CD4+ CD45RO+ T-Zellen wirken kann (Yang et al., 1999). 
In einem Maus-Modell der akuten lymphatischen Leukämie (ALL) konnte gezeigt werden, 
dass mBD2 einen Anti-Leukämie-Effekt aufweist. Dabei verstärkt mBD2 die Produktion 
proinflammatorischer Zytokine sowie die zytotoxische Aktivität sowohl von NK-Zellen als 
auch von CD8+ T-Zellen (Ma et al., 2006). Die Kombination von mBD2 und IL-18, einem 
wichtigen Zytokin bei der Entwicklung einer TH1-Immunantwort (Micallef et al., 1996), 
konnte die Bekämpfung der Leukämie in diesem Modell noch verbessern und zusätzlich vor 
einer erneuten Etablierung der Leukämie schützten (Xu et al., 2007). 
Im Rahmen einer Vakzinierung können β-Defensine auch als Adjuvans für eine effektive 
humorale Immunantwort verantwortlich sein. In einer Studie wurde die cDNA von mBD2 mit 
der cDNA von gp120, dem Glykoprotein 120 des HIV-1, fusioniert und damit DNA-
Immunisierungen durchgeführt. Daraufhin wurden hohe Titer virusneutralisierender 
Antikörper nachgewiesen, ebenso wie eine Aktivierung zytotoxischer CD8+ T-Zellen. Beide 
Effekte traten jedoch nur bei der DNA-Immunisierung mit dem Fusionskonstrukt auf, nicht 
aber, wenn mBD2 und gp120 einzeln als lösliche Proteine appliziert wurden (Biragyn et al., 
2002). Im Gegensatz dazu konnte in einer anderen Studie gezeigt werden, dass Mäuse, die 
gleichzeitig mit OVA und hBD1 oder hBD2 immunisiert wurden, signifikant höhere OVA-
spezifische IgG-Spiegel im Serum aufwiesen, als Mäuse, die ausschließlich mit OVA 
immunisiert wurden (Brogden et al., 2003). Sowohl ein hoher Antikörper-Titer als auch die 
Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen sind wichtige Abwehrmechanismen in der 
Bekämpfung von Virusinfektionen, die in den beschriebenen Studien durch β-Defensine oder 
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1.5 Erkrankungen im Zusammenhang mit β -Defensinen 
 
Da β-Defensine sowohl in der angeborenen als auch in der adaptiven Immunantwort eine 
wichtige Rolle spielen, können sich Fehlfunktionen z. B. in der Genregulation oder der 
Proteinbiosynthese im Zusammenhang mit β-Defensinen z. T. schwerwiegend auf die 
Immunantwort des betroffenen Organismus auswirken. 
 
1.5.1 Psoriasis und atopische Dermatitis 
 
Ursprünglich wurde die Expression von hBD2 in Biopsien der Haut von Patienten mit 
Psoriasis nachgewiesen (Harder et al., 1997; Liu et al., 1998; Schroder et al., 1999). Psoriasis, 
auch Schuppenflechte genannt, ist eine erbliche Autoimmunerkrankung, die eine nicht-
infektiöse entzündliche Hautreaktion darstellt und übermäßiges Wachstum der Keratinozyten 
und somit Schuppenbildung zur Folge hat. Im Vergleich zu Biopsien von Patienten mit 
atopischer Dermatitis oder gesunden Personen ist die hBD2-Expression, aber auch die 
Expression von CCR6 signifikant erhöht (Li et al., 2004; Gambichler et al., 2008). Aufgrund 
der antibakteriellen Wirkung und einer CCR6-abhängigen chemotaktischen Rekrutierung von 
Leukozyten durch hBD2, könnte dies auch ein Grund dafür sein, warum an Psoriasis 
erkrankte Hautpartien seltener bakterielle Infektionen erleiden (Christophers et al., 1987). 
Trotzdem können aus Psoriasis-Biopsien häufig Keime wie Staphylococcus sp. oder 
Streptococcus sp. isoliert werden, die auch die gesunde Haut besiedeln, und es wird diskutiert, 
dass Staphylococcus aureus in den betroffenen Hautregionen infizierter Patienten ein 
Superantigen produziert, das eine starke TH1-Immunantwort auslösen könnte. Jedoch konnten 
innerhalb dieser Studie in Psoriasis-Biopsien der meisten untersuchten Patienten keine 
Superantigen exprimierenden S. aureus Keime nachgewiesen werden (Sayama et al., 1998). 
Im Gegensatz dazu hemmen mehrere Superantigene von Steptococcus sp. wiederum die TH1-
Immunantwort gegenüber Superantigenen von S. aureus in Psoriasis-Patienten (Horiuchi et 
al., 1998; Noble, 1998).  
Eine kürzlich veröffentlichte Studie zeigte außerdem, dass mit steigender Kopienzahl von    
β-Defensin-Genen im Genom von Psoriasis-Patienten das Risiko für eine Erkrankung an 
Psoriasis steigt (Hollox et al., 2008). Zudem konnte gezeigt werden, dass hBD2 in 
Keratinozyten dosisabhängig die Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-18 stark 
erhöht (Sampanthanarak et al., 2005). IL-18 spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung 
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einer proinflammatorischen Immunantwort, indem es die Produktion weiterer 
proinflammatorischer Zytokine wie z. B. IFNγ in TH1-Lymphozyten stimuliert (Micallef et 
al., 1996). Diese TH1-Immunantwort ist maßgeblich an der entzündlichen Ausprägung dieser 
Krankheit beteiligt (Lew et al., 2004). Folglich könnte hBD2 einerseits an der bakteriellen 
Abwehr in den entzündeten Hautpartien beteiligt sein, andererseits aber wegen seiner 
stimulatorischen Wirkung auf die TH1-Immunreaktion auch einen großen Einfluss auf die 
überschießende Entzündungsreaktion im Krankheitsverlauf haben. 
In der atopischen Dermatitis konnte ebenfalls eine veränderte Expression von β-Defensinen in 
den betroffenen Hautregionen festgestellt werden. Die atopische Dermatitis, auch bekannt als 
Neurodermitis, weist eine ähnliche Symptomatik wie Psoriasis auf. Die Expression von hBD2 
ist hier im Vergleich zu Psoriasis deutlich reduziert, verglichen mit gesunder Haut aber immer 
noch erhöht, während die Expression von hBD1 wiederum relativ gering ausfällt. Nach einer 
Behandlung der betroffenen Hautpartien mit UVB-Bestrahlung konnte eine signifikante 
Erhöhung der hBD1-Expression und Verringerung der hBD2-Expression in Korrelation mit 
einer Reduktion der Läsionen festgestellt werden, während sich die Produktion von hBD3 
nicht veränderte (Ong et al., 2002; Gambichler et al., 2006; Gambichler et al., 2008). In der 
atopischen Dermatitis scheint hBD3 durch die Expression von Zytokinen der TH2-
Immunantwort, wie z. B. IL-4, IL-10 und IL-13 herunterreguliert und damit eine effiziente 
Bekämpfung von S. aureus verhindert zu werden (Howell et al., 2005; Howell et al., 2006; 
Kisich et al., 2008). Neben der verminderten Expression von antimikrobiellen Peptiden 
konnte auch eine verminderte Produktion der induzierbaren Stickoxid-Synthase (iNOS) sowie 
proinflammatorischer Zytokine, wie z. B. TNF, IFNγ und IL-1β, in den Läsionen bei 
atopischer Dermatitis nachgewiesen werden. Ursächlich hierfür scheint ebenfalls die 
Expression der TH2-Zytokine zu sein, da diese die Produktion der antimikrobiellen Peptide 
und der proinflammatorischen Zytokine unterdrücken (Nomura et al., 2003). In der atopischen 
Dermatitis ist offensichtlich die Expression von proinflammatorischen Zytokinen,                 
β-Defensinen und weiteren antimikrobiellen Peptiden infolge einer TH2-Immunreaktion stark 
gehemmt. Daher scheint eine Infektion der betroffenen Haut, deren natürliche Barriere in den 
Läsionen nicht mehr intakt ist, durch Bakterien, Viren oder Pilze begünstigt zu sein. Ein 
möglicher immunregulatorischer Effekt von β-Defensinen wie in der Psoriasis, der über eine 
antimikrobielle Wirkung hinausgeht, wurde im Zusammenhang mit atopischer Dermatitis 
bislang nicht beschrieben. 
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1.5.2 Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen 
 
Unter diesem Begriff sind chronische Entzündungen des Darmes zusammengefasst, deren 
bekannteste Vertreter Colitis ulcerosa und Morbus Crohn darstellen. Während die 
Entzündung in der Colitis ulcerosa im Rektum beginnt und sich auf das ganze Kolon 
erstrecken kann, ist Morbus Crohn vom Rektum über Ileum bis hin zur Mundhöhle segmental 
vorzufinden, d. h. es können mehrere Bereiche gleichzeitig entzündet sein, die von gesunden 
Bereichen unterbrochen werden. Die Ursachen für diese Darmerkrankungen sind bislang 
weitestgehend unbekannt. Es konnte jedoch nachgewiesen werden, dass sich die mukosale 
Immunantwort im Zuge der chronischen Entzündung des Darmes gegen die üblichen 
luminalen Bakterien richtet. Dafür spricht die Beobachtung, dass Mäuse, die defizient für   
IL-2 oder IL-10 sind, nur eine experimentelle Kolitis entwickelten, wenn sie unter unsterilen 
Bedingungen gehalten wurden. Mäuse, die unter sterilen Bedingungen gehalten wurden, 
entwickelten keine experimentelle Kolitis (Sellon et al., 1998). Des Weiteren konnte in Seren 
von Morbus Crohn Patienten eine Immunreaktivität gegenüber Darmbakterien und 
Autoantigenen festgestellt werden. Dies unterstützt einerseits die These, dass entzündliche 
Darmerkrankungen durch eine gestörte Toleranz gegenüber luminaler Bakterien verursacht 
wird, andererseits deuten Antikörper gegen Autoantigene aber auch auf eine 
Autoimmunerkrankung hin (Landers et al., 2002). Offensichtlich besteht jedoch auch ein 
Zusammenhang zwischen diesen Darmerkrankungen und der Expression von β-Defensinen. 
In der Lamina propria des entzündeten Kolons von Colitis ulcerosa Patienten wurden im 
Vergleich zu Morbus Crohn oder gesundem Kolon mehr Plasmazellen gefunden, die vermehrt 
hBD2 exprimieren (Rahman et al., 2007). Zusätzlich zur verstärkten Expression von hBD2 
wurde auch eine erhöhte Produktion von hBD3 und hBD4 in der entzündeten Kolon-Mukosa 
von Colitis ulcerosa Patienten nachgewiesen (Fahlgren et al., 2004; Chang et al., 2008; Li et 
al., 2008). Es wird davon ausgegangen, dass hier die Expression der β-Defensine infolge der 
verstärkten Produktion proinflammatorischer Zytokine erhöht ist (McDermott et al., 2003; 
Tsutsumi-Ishii et al., 2003; Pioli et al., 2006). 
Auf genomischer Ebene konnte gezeigt werden, dass das Risiko, an Morbus Crohn zu 
erkranken, von der Kopienzahl des hBD2-Gens abhängig ist. Gesunde Personen oder 
Personen mit Colitis ulcerosa haben eine durchschnittliche Anzahl von 4 oder mehr Kopien, 
Personen mit Morbus Crohn besitzen dagegen durchschnittlich 3 oder weniger Kopien des 
hBD2-Gens. Darüber hinaus korreliert die reduzierte Anzahl der hBD2-Kopien im Genom 
von Morbus Crohn Patienten mit der verminderten Expression von hBD2 in der Mukosa 
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(Fellermann et al., 2006). Neben der Anzahl der Genkopien des hBD2 spielt aber auch die 
Aktivierung der Expression von hBD2 eine wichtige Rolle. Es konnte beispielsweise gezeigt 
werden, dass die Aktivierung des intrazellulären Pattern-recognition-Rezeptors 
NOD2/CARD15 durch Muramyldipeptid (MDP), einem Bestandteil des Peptidoglykans, die 
Expression von hBD2 induziert. Die Expression von hBD2 ist mit NOD2/CARD15, welches 
eine 3020insC frameshift-Mutation enthält und nicht mehr auf die Stimulierung mit MDP 
anspricht, beeinträchtigt (Girardin et al., 2003; Voss et al., 2006) und korreliert mit einer 
erhöhten Anfälligkeit für Morbus Crohn (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001). Eine 
beeinträchtigte Stimulierung des NOD2/CARD15 im intestinalen Epithel durch bakterielle 
Produkte führt also möglicherweise zu einer verminderten Produktion antimikrobieller 
Peptide, wie z. B. hBD2, und kann damit aufgrund der eingeschränkten Abwehr zu einer 
chronischen Entzündung des Darms führen. Basierend auf dieser Möglichkeit wird derzeit 
diskutiert, dass Morbus Crohn aufgrund der beeinträchtigten chemischen Barriere ein 
„Defensin-Mangelsyndrom“ sei, d. h. die verminderte Expression von Defensinen könnte für 
die Erkrankung mitverantwortlich sein (Fellermann et al., 2003; Wehkamp et al., 2005; Dann 
et al., 2007). 
 
1.5.3 Helicobacter pylori-induzierte Gastritis 
 
Als weitere Erkrankung im gastrointestinalen Bereich ist die Infektion mit Helicobacter 
pylori und der damit assoziierten Entstehung einer Gastritis oder von Ulcus ventriculi, dem 
Magenulkus, zu nennen. Mitte der 1980er Jahre konnten B. Marshall, J. R. Warren und C. S. 
Goodwin dieses Bakterium aus Biopsien von Magenulkus kultivieren und identifizieren. Es 
zeigte sich, dass H. pylori, damals noch als Campylobacter pyloridis bezeichnet, in den 
meisten Fällen für eine persistierende Magenschleimhautentzündung verantwortlich gemacht 
werden kann (Marshall et al., 1984; Goodwin et al., 1987). Da eine chronische Infektion mit 
H. pylori einen Risikofaktor für die Entstehung eines Magenkarzinoms oder MALT-
Lymphoms darstellt, wurde es 1994 von der WHO als kanzerogen eingestuft. 
Epithelzellen des Magens exprimieren in vitro und in vivo nach Infektion mit H. pylori in 
erhöhtem Maße hBD2 und hBD3, während die Expression von hBD1 unbeeinflusst bleibt 
(O'Neil et al., 2000; Bajaj-Elliott et al., 2002; George et al., 2003; Wehkamp et al., 2003). Die 
verstärkte hBD2-Expression findet in Abhängigkeit von der Stimulierung des Pattern-
recognition-Rezeptor NOD1 sowie durch die Stimulierung von Magenzellen mit H. pylori, 
welcher die sogenannte Pathogenitätsinsel cag trägt, statt (Wada et al., 1999; Boughan et al., 
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2006). Außerdem konnte die durch H. pylori induzierte hBD2-Produktion auf die Aktivierung 
von NF-κB zurückgeführt werden (Wada et al., 2001). Sowohl hBD2 als auch hBD3 weisen 
gegen dieses Pathogen eine bakterizide Wirkung auf (Hamanaka et al., 2001; Kawauchi et al., 
2006). Überdies konnte in immunhistochemischen Versuchen mit Magen-Biopsien eine 
Kolokalisation des hBD2 und des H. pylori in der infizierten Magenschleimhaut 
nachgewiesen werden. In Biopsien, die nach Eradikation des Pathogens entnommen wurden, 
war die Expression des hBD2 wieder stark reduziert (Hamanaka et al., 2001). Daraus ergibt 
sich, dass β-Defensine wichtige Effektormoleküle darstellen, welche die Bakterienlast in der 
Magenschleimhautentzündung in Grenzen halten können.  
 
1.5.4 Erkrankungen der Lunge 
 
Die kontinuierliche Exposition des respiratorischen Epithels gegenüber Pathogenen, die mit 
der Luft eingeatmet werden, erfordert besondere Abwehrmechanismen. Antimikrobielle 
Proteine spielen gerade hier als erste Maßnahme zur Bekämpfung der Keime eine wichtige 
Rolle. Neben Cathelicidinen, die eine weitere Gruppe antimikrobieller Proteine darstellen 
(Gallo et al., 1997; Bals et al., 1998), sind hier β-Defensine zu nennen, die zahlreich im 
respiratorischen Epithel exprimiert werden (Goldman et al., 1997; Bals et al., 1998; Bals et 
al., 1999; Garcia et al., 2001; Harder et al., 2001).  
Bei Infektionen mit Pseudomonas aeruginosa konnte eine verstärkte Expression von            
β-Defensinen im respiratorischen Gewebe aber auch im Serum nachgewiesen werden 
(Hiratsuka et al., 1998; Hiratsuka et al., 2003; Ishimoto et al., 2006). Weiterhin konnte gezeigt 
werden, dass bakterielles Lipoprotein über TLR-2 und LPS über TLR4 die Expression von   
β-Defensinen induzieren (Morrison et al., 1999; Birchler et al., 2001; MacRedmond et al., 
2005). Wird die Expression von antimirkobiellen Peptiden in Lungenepithelzellen durch anti-
inflammatorische Zytokine der TH2-Immunantwort reduziert, kann dies die Abwehr von 
Pathogenen stark beeinträchtigen (Beisswenger et al., 2006).  
Ein Beispiel für eine eingeschränkte Abwehr stellt die Zystische Fibrose dar. Die Ursache für 
diese Krankheit ist eine Mutation im Gen des Chloridkanals CFTR (cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator). Die resultierende Fehlfunktion bedingt eine 
veränderte Zusammensetzung der Sekrete aller exokriner Drüsen. Das Sekret der 
Atemwegsepithelzellen von Patienten, die an dieser Krankheit leiden, weist eine übermäßig 
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hohe Salzkonzentration auf, die Salz-sensitive β-Defensine inaktiviert und somit die 
Bekämpfung von P. aeruginosa stark beeinträchtigt (Goldman et al., 1997).  
Ebenso konnte bei Infektionen mit Mycobacterium tuberculosis eine gesteigerte Expression 
von β-Defensinen in Lungenepithelzellen und alveolaren Makrophagen in humanem 
Biospsiematerial nachgewiesen werden. Im entsprechenden Maus-Modell ist die Expression 
von mBD3 und mBD4 ebenfalls induziert. Zudem ist hBD2 nicht nur in der Lage an die 
Membran von M. tuberculosis zu adhärieren, sondern wirkt auch antimikrobiell gegenüber  
M. tuberculosis (Kisich et al., 2001; Rivas-Santiago et al., 2005; Rivas-Santiago et al., 2008).  
 
1.5.5 Die β-Defensine im Tumorwachstum 
 
Tumoren sind Gewebeveränderungen, die aufgrund ihres Wachstumsverhaltens und des 
Gewebes, in dem sie entstehen, unterschieden werden. In Abhängigkeit von ihrer Fähigkeit, 
Metastasen zu bilden, unterscheidet man benigne, maligne und semimaligne Tumoren. Da 
Tumoren aus entarteten körpereigenen Zellen entstehen, ist das Immunsystem in besonderem 
Maße gefordert, diese zu erkennen und zu bekämpfen. Als chemotaktische Faktoren zur 
Rekrutierung von dendritischen Zellen und Subpopulationen von T-Zellen können                
β-Defensine hierbei die adaptive Immunantwort unterstützen (Yang et al., 1999). Am Beispiel 
des Lungenkarzinoms konnte gezeigt werden, dass im Serum der betroffenen Patienten mehr 
hBD1- und hBD2-Protein nachgewiesen werden konnte (Arimura et al., 2004). In 
unterschiedlichen Maus-Tumormodellen konnte gezeigt werden, dass mBD2 und mBD3, die 
mit einem nicht immunogenen Tumorantigen fusioniert wurden, einerseits chemotaktisch auf 
unreife dendritische Zellen wirken und andererseits eine humorale Antwort gegen das 
Tumorantigen induzieren und somit einen protektiven Effekt gegenüber erneutem 
Tumorwachstum induzieren können (Biragyn et al., 2001; Biragyn et al., 2002; Wang et al., 
2007). 
Ebenso ist mBD29 in der Lage, abhängig von CCR6 chemotaktisch auf unreife dendritische 
Zellen zu wirken. Im Tumor führt jedoch die Expression von mBD29 bei gleichzeitig 
verstärkter Expression von VEGFα in Abhängigkeit von den mittels CCR6-abhängiger 
Chemotaxis rekrutierten dendritischen Zellen zu vermehrter Vaskularisation und damit zu 
einem besseren Wachstum des Tumors (Conejo-Garcia et al., 2004). 
 
 
Einleitung  15 
 
1.6 Ziel der Arbeit 
 
Defensine sind wirtseigene, antimikrobielle Peptide, die eine wichtige Rolle in der 
angeborenen antimikrobiellen Immunantwort spielen. Aufgrund der Anordnung ihrer 
Disulfidbrücken werden die Defensine in α- oder β-Defensin-Subklassen unterteilt. Alle 
bisher bekannten Mitglieder der β-Defensine besitzen das Potenzial, bestimmte Arten von 
Bakterien, Viren und Pilzen zu töten und werden generell als Effektormoleküle der 
antimikrobiellen Immunantwort verstanden. Zusätzlich zum antimikrobiellen Effekt dieser 
Peptide wurde kürzlich für einige Mitglieder der humanen β-Defensin-Familie (hBD3 und 
hBD4) die Fähigkeit zur Verstärkung einer lokalen Entzündungsreaktion sowie zur Initiierung 
und Verstärkung der systemischen, adaptiven Immunantwort beschrieben. Diese beiden 
Funktionen scheinen durch die Bindung der β-Defensine an den Chemokinrezeptor CCR6 auf 
antigenpräsentierenden Zellen und Lymphozyten vermittelt zu sein. 
 
Wir haben ein neues Mitglied der β-Defensin-Familie in der Maus identifiziert (mBD14), 
welches ortholog zu hBD3 ist. Zunächst sollte das Expressionsmuster von mBD14 in 
verschiedenen Zellpopulationen sowie unterschiedlichen Mausgeweben bestimmt werden. 
Daran anschließend sollte die transkriptionelle Regulation der mBD14-Expression durch 
unterschiedliche Stimulanzien, wie z. B. proinflammatorische Zytokine sowie Liganden 
verschiedener Pattern-recognition-Rezeptoren, untersucht werden. 
Zudem sollte die antimikrobielle Effektorfunktion von mBD14 bestimmt werden. Hierfür 
sollte die antimikrobielle Aktivität des rekombinant exprimierten mBD14:Ig-Fusionsproteins 
gegenüber Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien untersucht werden. 
 
Neuste Arbeiten zeigen, dass β-Defensine zusätzlich zu ihrer antimikrobiellen Wirkung in der 
Lage sind, mittels des Chemokinrezeptors CCR6 chemotaktisch antigenpräsentierende Zellen 
und Lymphozyten zu rekrutieren und somit Einfluss auf die angeborene und adaptive 
Immunantwort zu nehmen. In diesem Zusammenhang sollte überprüft werden, inwieweit 
mBD14 in der Lage ist, mit dem CCR6-Rezeptor zu interagieren und welche Rolle eine 
mögliche Interaktion mit CCR6 in der Immunregulation spielt. Hierfür sollte einerseits eine 
CCR6 überexprimierende Zelllinie hergestellt werden und mittels durchflusszytometrischer 
Methoden die Bindung von mBD14 an CCR6 analysiert werden. Andererseits sollte eine 
mögliche Interaktion anhand von Chemotaxisversuchen mit CCR6 exprimierenden Zellen 
charakterisiert werden. 
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Aufgrund der durch mBD14 induzierten chemotaktischen Aktivität gegenüber CCR6-
exprimierenden Zellen, sollten die biologischen Konsequenzen dieser chemotaktischen 
Wirkung in Bezug auf das Tumorwachstum in einem syngenen Fibrosarkom-Tumormodell 
überprüft werden. 
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2.1.1 Chemikalien, Medien und Reagenzien 
 
2-Mercaptoethanol      PAN Biotech, Aidenbach 
Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese® Gel 30  Roth, Karlsruhe 
Agarose, electrophoresis grade    Bio&SELL, Nürnberg 
Ampicillin       Roche Diagnostics, Mannheim 
Chloroform       Merck, Darmstadt 
DAPI        Roche Diagnostics, Mannheim 
Dimethylsulfoxid (DMSO)     Merck, Darmstadt 
Diphenyltetrazoliumbromid (MTT)    Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
DNA Standard 100 bp / 1 kb Ladder New England Biolabs, Frankfurt 
am Main 
DOTAP Liposomal Transfection Reagent   Roche Diagnostics, Mannheim 
Ethanol       Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid      Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Fötales Kälberserum (FKS)     PAN Biotech, Aidenbach 
Hygromycin B      PAA Laboratories, Cölbe 
Insect-Xpress™ Fertigmedium    Lonza, Köln 
Kanamycin       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Ketaminhydrochlorid 5 %     WDT, Garbsen 
LPS (Salmonella enterica Serotyp abortus equi)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Magermilchpulver Frema Reform    Granovita, Lüneburg 
Molecular Weight Marker X und XIV   Roche Diagnostics, Mannheim 
N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamine   Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
hydrate (MDP)       
Natriumdodecylsulfat (SDS)     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Neomycin (G418/G420)     PAN Biotech, Aidenbach 
NOWA Solution A und B     MoBiTec, Göttingen 
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Nukleasefreies Wasser     Promega, Mannheim 
Oligo(dT)15 Primer      Metabion, Martinsried 
Penicillin/Streptomycin     PAA Laboratories, Cölbe 
Poly (I:C)       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Precision Plus Protein All Blue Standard   Bio-Rad Laboratories, München 
Rinderserum Albumin (BSA)    PAA Laboratories, Cölbe 
RNase-ExitusPlus™      AppliChem, Darmstadt 
RPMI 1640 Fertigmedium     PAN Biotech, Aidenbach 
TRIzol ® Reagent      Invitrogen, Karlsruhe 
Trypanblau       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Trypsin/EDTA      PAN Biotech, Aidenbach 
Tween®20       Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Xylacinhydrochlorid 2 %     CP-Pharma, Burgdorf 
 
Nicht aufgeführte laborübliche Lösungsmittel und Feststoffe wurden von Merck (Darmstadt) 




Amersham Hyperfilm™ ECL    GE Healthcare, München 
Dialysemembran Typ 20     Biomol, Hamburg 
Eindeckmedium Entellan®     Merck, Darmstadt 
Eppendorfcups (1,5 ml / 2 ml)    Eppendorf, Hamburg 
FACS-Röhrchen BD Falcon™    BD Biosciences, Heidelberg 
Fettstift DakoCytomationPen    Dako Deutschland, Hamburg 
Gel-Blotting-Papier Whatman®    A. Hartenstein, Würzburg 
Gewebekulturschalen      Greiner BIO-ONE, Frickenhausen 
HiTrap™ Protein G HP Sepharosesäule   GE Healthcare, München 
Kanülen BD Microlance™3     BD Biosciences, Heidelberg 
Killik Einbettmedium      Bio-Optica, Milano, I 
Korkplättchen       BioVendor, Heidelberg 
Kryoröhrchen Cryo Tubes™     Nunc, Langenselbold 
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MACS Separation Columns 25 MS Miltenyi Biotec, Bergisch- 
Gladbach 
Mikrotiterplatten MicroWell     Nunc, Langenselbold 
Multiwell-Platten      BD Biosciences, Heidelberg 
Objektträger SuperFrost® Plus    Menzel-Gläser, Braunschweig 
Pipettenspitzen (10, 200 und 1000 µl)   Sarstedt, Nümbrecht 
Polycarbonat-Filtermembran (5 µm, 10 µm)  Osmonics, Livermore, CA, USA 
Protein G Sepharose 4 Fast Flow    GE Healthcare, München 
PVDF Transfermembran Immobilon™   Millipore, Schwalbach 
Reaktionsgefäße (15 und 50 ml)    Greiner BIO-ONE, Frickenhausen 
Serologische (sterile) Pipetten (5, 10 und 25 ml)  Sarstedt, Nümbrecht 
Sigma Fast™ Substrat für alkalische Phosphatase  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Spritzen (steril)      BD Biosciences, Heidelberg 
Sterilfilter 0,2 µm      Sartorius, Göttingen 
Sterilfilter Bottle Top 75 mm Nalgene®   Nunc, Langenselbold 
Zellkulturflaschen BD Falcon™ (25, 75 und 175 cm2) BD Biosciences, Heidelberg 




Sämtliche in PCR-Reaktionen verwendete Oligonukleotide wurden von Metabion 
(Martinsried) in einer Konzentration von 100 µM bezogen. Die Primer wurden in der      
PCR-Reaktion, soweit nicht anders angegeben, in einer 1:10 Verdünnung eingesetzt, so dass 
pro Ansatz und Primer 10 pmol vorhanden waren. Schnittstellen von Restriktionsenzymen 
wurden hervorgehoben. 
In Stimulierungen eingesetzte CpG- oder GpG-Oligonukleotide wurden lyophilisiert von 
Metabion (Martinsried) bezogen und mit sterilem und LPS-freiem Wasser auf eine 
Konzentration von 1 mM eingestellt. 
Die accession numbers zu den jeweiligen ORFs lauten: hBD2 NM_004942, hBD3 
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Oligonukleotid Sequenz 
Klonierungen und mRNA-Expression 
mBD14 Start 5’ GAAGCAGTCAACTATGAGGC 3’ 
mBD14 Stop 5’ GAGTCAGGGTCTTCTACTTC 3’ 
mBD14 pMT 5’ BglII 5’ GGAAGATCTCGAAAATTTTTCTGCAGAATAAGA GGT 3’ 
mBD4 pMT 5’ BglII 5’ CCCAGATCTAATCCAATAACATGCATG 3’ 
hBD2 pMT 5’ BglII 5’ CCCAGATCTGTTACGTGCCTGAAAAGCGG 3’ 
hBD3 pMT 5’ BglII 5’ CCCAGATCTCAGAAATACTACTGCCGTG 3’ 
mCCL20 pMT 5’ BglII 5’ CCCAGATCTATGGCCTGCGGTGGCAAGCG 3’ 
mBD14 SIg+ 5’ HindIII 5’ CCCAAGCTTCGAAAATTTTTCTGCAGA 3’ 
mBD14 SIg+ 3’ BamHI 5’ CCCGGGATCCGCCTTCTTCTTTCGGCAGCA 3’ 
mBD4 SIg+ 5’ HindIII 5’ CCCAAGCTTAATCCAATAACATGCATG 3’ 
mBD4 SIg+ 3’ BamHI 5’ CGGGATCCGCTCTTATCTTACAGCATCTG 3’ 
hBD2 SIg+ 5’ HindIII 5’ CCCAAGCTTGTTACGTGCCTGAAAAGC 3’ 
hBD2 SIg+ 3’ BamHI 5’ CGGGGATCCGCCGGTTTCTTACAACACTTG 3’ 
hBD3 SIg+ 5’ HindIII 5’ CCCAAGCTTCAGAAATACTACTGCCGTG 3’ 
hBD3 SIg+ 3’ BamHI 5’ CGGGGATCCGCTTTTTTACGACGGCAGCA 3’ 
mCCL20 SIg+ 5’ NheI 5’ GCTAGCATGGCCTGCGGTGGCAAGCG 3’ 
mCCL20 SIg+ 3’ BamHI 5’ CGGGGATCCGCCATCTTCTTGACTCTTAGG 3’ 
mBD14pr pGL4 5’ SacI 5’ GGGGGGGAGCTCTTAGAAAGGCCTCTCAGA 3’ 
mBD14pr pGL4 3’ XhoI 5’ CCCCTCGAGAGTTGACTGCTTCCCAACAAGCTGAG ACTGGG 3’ 
Hygromycin B 5’ 5’ GAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCG 3’ 
Hygromycin B 3’ 5’ TCGAAATTGCCGTCAACCAAGCTCT 3’ 
human-Ig pMT 3’ NotI 5’ CGCGGCCGCCATCATTTACCCGGAGACAGG 3’ 
MIP-2 5’ BamHI 5’ GGGGGATTCGCCATGGCCCCTCCCACCTGCCG 3’ 
MIP-2 3’ 5’ TCAGTTAGCCTTGCCTTTGTTCAGTATCTT 3’ 
Real Time PCR 
mBD14 5’ 5’ GTATTCCTCATCTTGTTCTTGG 3’ 
mBD14 3’ 5’ AAGTACAGCACACCGGCCAC 3’ 
Haushaltsgene 
GAPDH 5’ 5’ ATGGTGAAGGTCGGTGTGAACGG 3’ 
GAPDH 3’ 5’ TTACTCCTTGGAGGCCATGTAGG 3’ 
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β-Aktin 5’ 5’ AATCCTGTGGCATCCATGAAAC 3’ 
β-Aktin 3’ 5’ CGCAGCTCAGTAACAGTCCG 3’ 
18S rRNA 5’ 5’ GTAACCCGTTGAACCCCATT 3’ 
18S rRNA 3’ 5’ CCATCCAATCGGTAGTAGCG 3’ 
Oligonukleotide für Stimulierungen 
CpG ODN 1668 5’ TCCATGACGTTCCTGATGCT 3’ 
GpG ODN 1668 5’ TCCATGAGGTTCCTGATGCT 3’ 
Sequenzierprimer 
T7 forward  5’ AATACGACTCACTATAG 3’ 
BGH reverse 5’ TAGAAGGCACAGTCGAGG 3’ 
MT forward 5’ CATCTCAGTGCAACTAAA 3’ 
 
Die Primer für quantitative Realtime-PCR für MIP-2 (Katalog-Nummer: PPM02969E) und 





pcDNA3.1 Expressionsvektor    Invitrogen, Karlsruhe 
pCoHygro Hygromycin-Resistenzplasmid   Invitrogen, Karlsruhe 
pGEM®-T Easy Vektor für Zwischenklonierungen  Promega, Mannheim 
pGL4.11 Firefly Luciferase Reporter Vektor  Promega, Mannheim 
phRL-TK Renilla Luciferase Vektor    Promega, Mannheim 
pMT / BiP / V5-His A Proteinexpressionsvektor  Invitrogen, Karlsruhe 




Alkalische Phosphatase     Roche Diagnostics, Mannheim 
Collagenase D      Roche Diagnostics, Mannheim 
DNase I       Promega, Mannheim 
GoTaq® Hot Start Polymerase    Promega, Mannheim 
Material und Methoden  22 
 
iQ™ SYBR® Green Supermix    Bio-Rad Laboratories, München  
Pronase E       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Proteinase K       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Restriktionsenzyme      New England Biolabs, Frankfurt 
        am Main 




Anti human IgG (H+L) HRP, PE oder APC (Esel)  Dianova, Hamburg 
Anti Maus CCR6, Klon 140706 (Ratte)   R&D, Wiesbaden 
Anti Maus CD4 PerCP, Klon RM4-5 (Ratte)  BD Biosciences, Heidelberg 
Anti Maus CD8a PerCP oder biotinyliert,    BD Biosciences, Heidelberg 
Klon 53-6.7 (Ratte)      
Anti Maus CD11c PE, Klon N418 (Hamster)  eBioscience, San Diego, CA, USA 
Anti Maus CD19 MicroBeads (MACS)   Miltenyi Biotec, Bergisch- 
        Gladbach 
Anti Maus CD31, Klon MEC 13.3 (Ratte)   BD Biosciences, Heidelberg 
Anti Maus CD45R/B220 PE, PerCP oder    BD Biosciences, Heidelberg 
 biotinyliert, Klon RA3-6B2 (Ratte)    
Anti Maus CD80 biotinyliert, Klon 16-10A1 (Hamster) BD Biosciences, Heidelberg 
Anit Maus CD86 FITC, Klon GL1 (Ratte)   eBioscience, San Diego, CA, USA 
Anti Maus MHCII APC, Klon M5/114.15.2 (Ratte) Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach 
Anti Ratte IgG (H+L) Alexa 488 (Ziege)   Molecular Probes® Invitrogen, 
        Karlsruhe 
Anti Ratte IgG AP      Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Anti V5 Antibody HRP (Maus)    Invitrogen, Karlsruhe  
Streptavidin APC, PE, PerCP    BD Biosciences, Heidelberg 
 
Als entsprechende Kontrollen wurden IgG1, IgG2a oder IgG2b κ Isotyp-Kontrollen aus der 
Ratte oder dem Hamster von BD Biosciences (Heidelberg) verwendet. 




BCA™ Protein Assay Kit     Pierce, Rockford, IL, USA 
 
Dual-Glo™ Luciferase Assay System   Promega, Mannheim 
 
Mycoplasma Detection Kit     Roche Diagnostics, Mannheim 
 
pGEM®-T Easy Vector System    Promega, Mannheim 
 
PureYield™ Plasmid Midiprep System   Promega, Mannheim 
 
Reverse Transcription System    Promega, Mannheim 
 
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System  Promega, Mannheim 
 
Wizard® Plus SV Minipreps      Promega, Mannheim 
DNA Purification Systems      
 
2.1.8 Puffer und Lösungen 
 
ABA-Puffer       16 mM Na2HPO4 
        5 mM NaH2PO4 x H2O 
        150 mM NaCl 
        1 % LB-Medium 
 
ACK-RBC Hämolysepuffer      150 mM NH4Cl 
        1 mM KHCO3 
        0,1 mM Na2EDTA 
        pH 7,4 
 
Coomassie-Entfärbelösung (SDS-PAGE)   10 % Essigsäure 
        40 % Ethanol 
Material und Methoden  24 
 
Coomassie-Färbelösung (SDS-PAGE)   10 % Essigsäure 
        40 % Ethanol 
        0,2 % Coomassie Brilliant 
Blue R250 
 
Einfriermedium für Zellen (2 x)    20 % DMSO 
        80 % FKS 
 
Elutionspuffer für HiTrap™ Protein G Säule  0,1 M Glycin 
        pH 2,5 
 
Ethidiumbromid-Stammlösung    10 mg/ml Ethidiumbromid 
 
FACS-Puffer       2 % FKS in PBS 
 
Gewebe-Lysepuffer      100 mM Tris, pH 8,5 
        1 mM EDTA, pH 8 
        500 mM NaCl 
        1 % SDS 
 
Kupfersulfat-Stammlösung     0,5 M CuSO4 
 
Lämmli-Auftragspuffer (SDS-PAGE, 4 x)   0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 
        40 % Glycerin 
        0,04 % 2-Mercaptoethanol 
        4 % SDS 
        0,005 % Bromphenolblau 
 
Lämmli-Elektrophoresepuffer (SDS-PAGE, 5 x)  15,1 g Tris-Base 
        72 g Glycin 
        5 g SDS 
        H2Obidest ad 1 l 
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Loading Dye 6 x      40 g Saccharose 
        250 mg Bromphenolblau 
        250 mg Xylencyanol 
        H2Obidest ad 1 l 
 
MACS-Puffer (entgast)     0,5 % BSA 
        2 mM EDTA 
        in PBS pH 7,3 
 
Methylgrün-Lösung      0,1 M Natriumacetat, pH 4,2 
        0,5 % Methylgrün 
 
Neutralisationspuffer für HiTrap™ Protein G Säule  1 M Tris-HCl 
        pH 9,0 
 
PBS (pH 7,3)       137 mM NaCl 
        6,5 mM Na2HPO4 x H2O 
        1,5 mM KH2PO4 
        2,7 mM KCl 
 
Pronase E Lösung      100 mg Pronase 
        10 mM Tris-HCl, pH 8,0 
        10 mM NaCl 
        in 10 ml H2Obidest 
        1 h bei 37° C voraktiviert 
 
Proteinase K Lösung      10 µg Proteinase K 
        10 mM Tris, pH 8,0 
        10 mM NaCl 
        1 % Triton® X-100 
        10 mM EDTA 
        1 % SDS 
        in 500 µl H2Obidest 
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TAE-Puffer       40 mM Tris-acetat 
        1 mM EDTA 
 
TBS-Puffer       100 mM Tris-HCl 
        150 mM NaCl 
        pH 7,5 
 
TBS-T        TBS mit 0,05 % Tween®20 
 
Tris-Puffer für SDS-PAGE     1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 
        und 
        1,0 M Tris-HCl, pH 6,8 
 
Trypanblau-Lösung      0,16 % (w/v) Trypan-Blau 
        150 mM NaCl 
        pH 7,4 
 
Westernblot-Puffer (10 x)     2 M Glycin 
        250 mM Tris 
 
Zur Herstellung der Puffer und Lösungen wurde ausschließlich zweifach entsalztes Wasser 




Analysenwaage CP 224S     Sartorius, Göttingen 
Bakterienschüttler mit Heizhaube    Vitaris, Baar, CH 
BD LSR II Durchflusszytometer    BD Biosciences, Heidelberg 
Begasungsbrutschrank Cell Safe    Integra Biosciences, Fernwald 
BioPhotometer      Eppendorf, Hamburg 
Proteinaufreinigungsanlage Bio-Rad Econo System Bio-Rad Laboratories, München 
Emax Microplate Reader     Molecular Devices, München 
FACSAria™ Durchflusszytometer    BD Biosciences, Heidelberg 
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Fastblot B34       Biometra, Göttingen 
Filmentwickler Optimax Typ TR    MS Laborgeräte, Heidelberg 
Filmkassette 18 x 24 cm     Siemens, München 
Geldokumentation GeneGenius    Syngene, Cambridge, UK 
Gelkammern Sub-Cell® GT     Bio-Rad Laboratories, München 
Geltrockner Slab Dryer Model 483    Bio-Rad Laboratories, München 
Inkubatoren       Heraeus, Hanau 
iQ™5 Multicolor Real-Time PCR Detection System Bio-Rad Laboratories, München 
Kryostat CM3050 S      Leica Microsystems, Wetzlar 
Luminometer Fusion™     Perkin Elmer, Waltham, MA, USA 
Mikro-Chemotaxiskammer (48-Loch) NeuroProbe, Gaithersburg, MD, 
USA  
Mikroskop Leitz Diaplan Ernst Leitz Wetzlar, Wetzlar 
Mikroskop Olympus CK2     Olympus, Hamburg 
Netzgerät PowerPac 1000     Bio-Rad Laboratories, München 
Neubauer Zählkammer     Brand, Gießen 
PCR-Gerät My Cycler™     Bio-Rad Laboratories, München 
pH-Meter Inolab      WTW, Weilheim 
Pipettensatz (10 µl, 20 µl, 200 µl, 1000 µl)   Abimed, Langenfeld 
Pipettierhilfe Accu-Jet® Pro     Brand, Wertheim 
Schieblehre       Kern, Balingen-Frommern 
SDS-Gelkammer Mini-Protean Tank   Bio-Rad Laboratories, München 
Sterilbank HERAsafe® KS     Thermo Scientific, Langenselbold 
Stickstofftank MVE 810 Eterne / MVE Euro Cyl  German-Cryo, Jülich 
ThermoShaker TS-100     Biometra, Göttingen 
Ultraschallbad Sonorex RK100H    Bandelin, Mörfelden-Walldorf 
Ultrazentrifuge Sorvall® RC6    Thermo Scientific, Langenselbold 
Vakuumzentrifuge Concentrator 5301   Eppendorf, Hamburg 
Vortex MS2 Minishaker     IKA®, Staufen 
Waage PJ400       Mettler-Toledo, Gießen 
Zentrifuge 5417R      Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge 5810R      Eppendorf, Hamburg 
 




Bacillus subtilis (Gram-positiv)    ATCC 6633 
 
Escherichia coli (Gram-negativ)    ATCC 25922 
 
Escherichia coli DH10B (Gram-negativ)   Invitrogen, Karlsruhe 
 
Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativ)   ATCC 27853 
 
Staphylococcus aureus (Gram-positiv)   ATCC 25923 
 
Alle hier verwendeten Bakterienstämme mit Ausnahme des E. coli DH10B wurden 
freundlicherweise vom Institut für Medizinische Mikrobiologie und Hygiene zur Verfügung 
gestellt. 
 
2.1.11 Eukaryontische Zelllinien 
 
Zelllinie Beschreibung Kultur 
A20 B-Zell-Lymphomzelllinie, nicht adhärent RPMI 1640, 10 % FKS 
BFS-1 Methylcholanthren-induzierte Fibrosarkomzell-
linie, syngen zu C57BL/6, adhärent 
RPMI 1640, 10 % FKS 
DS-2 Drosophila Schneider 2 (S2) Insektenzellline, 
semi-adhärent 
Insekt-Xpress™ 
HEK-293 Humane embryonale Nierenzelllinie, adhärent RPMI 1640, 10 % FKS 





C57BL/6 Wildtyp      Charles River, Sulzfeld 
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2.1.13 Software und Internet-Ressourcen 
 
Diese Arbeit wurde mit Microsoft Office Word 2004 erstellt. Diagramme wurden mit 
Microsoft Office Excel 2004 oder GraphPad Prism Version 4.0a angefertigt. Die Auswertung 
der durchflusszytometrischen Messungen (FACS-Analysen) fand mit FlowJo 8.7.1 statt. 
Alignments der Gensequenzen wurden mit Hilfe des ClustalW Algorithmus durchgeführt. 
Das Literaturverzeichnis konnte mit Hilfe des Programms Endnote X erstellt werden. Des 
Weiteren wurden folgende Internet-Ressourcen genutzt: 
Ensembl Genome Browser   http://www.ensembl.org/index.html 
Entrez Pubmed    http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/ 
NCBI Blast     http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
 
 
2.2 Molekularbiologische Methoden 
 
2.2.1 Präparation genomischer DNA 
 
Zur Isolation genomischer DNA wurde der Maus ein ca. 0,5 cm langes Stück des 
Schwanzendes abgetrennt und in 500 µl Gewebe-Lysepuffer mit 10 µl Proteinase K Lösung 
und 25 µl aktivierter Pronase E Lösung ü. N. bei 56° C verdaut. Anschließend wurde das 
Lysat bei 18500 g und Raumtemperatur (RT) für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde in 
ein frisches Reaktionsgefäß überführt und mit dem gleichen Volumen an Phenol durch 
leichtes Schwenken gemischt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde der klare 
Überstand wieder in ein neues Reaktionsgefäß überführt und der Phenolschritt wiederholt. 
Daraufhin folgten zwei Schritte mit Phenol/Chloroform und weitere zwei Schritte nur noch 
mit Chloroform wie bereits beschrieben. Nachdem schließlich der klare Überstand wieder in 
ein frisches Reaktionsgefäß überführt wurde, konnte die DNA mit dem doppelten Volumen 
99 % Ethanol und 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat-Lösung (pH 5,2) bei -20° C über 20 min 
gefällt werden. Es wurde für 30 min bei 18500 g und RT zentrifugiert, der Überstand 
verworfen und das Pellet mit 500 µl 70 % Ethanol gewaschen. Nach einer weiteren 
Zentrifugation bei 18500 g und RT für 5 min wurde der Überstand wieder verworfen und das 
Pellet bei RT für 5-10 min getrocknet bevor es in 50 µl nukleasefreiem Wasser resuspendiert 
und bei 4°C gelagert wurde. 
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2.2.2 Präparation von Gesamt-RNA 
 
Zum Schutz vor Kontaminationen mit RNasen erfolgten alle Arbeiten mit RNA mit 
gestopften Pipettenspitzen und Latexhandschuhen. Außerdem wurde ausschließlich mit 0,1 % 
Diethylcarbonat autoklaviertes Wasser verwendet und die Arbeitsfläche vorher mit RNase-
ExitusPlus™ gereinigt. Sämtliche Arbeiten mit RNA erfolgten auf Eis oder in gekühlten 
Zentrifugen. Die RNA wurde schließlich bei -80° C aufbewahrt. 
Die Präparation der Gesamt-RNA aus vorher abzentrifugierten Zellen erfolgte mit TRIzol® 
Reagent. Dazu wurde das Zellpellet mit 1 x 106 – 1 x 107 Zellen in 1 ml TRIzol® Reagent 
aufgenommen und die Zellen dabei lysiert. Nach 5 min Inkubation bei RT wurden 200 µl 
Chlorophorm zugegeben und die Lösung zweimal kräftig geschüttelt. Nach 15-minütiger 
Zentrifugation mit 12000 g bei 4° C konnte die obere klare Phase, welche die RNA enthielt, 
abgenommen und in ein frisches Eppendorfcup überführt werden. Daraufhin wurden 500 µl 
Isopropanol zugegeben und das Ganze nach erneutem kräftigem Schütteln für 10 min bei RT 
inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt mit 12000 g für 10 min bei 4° C. Das 
nun sichtbare RNA-Pellet wurde nach dem Abdekantieren des Überstands mit 1 ml eiskaltem 
75 % Ethanol gewaschen und mit 7500 g für 10 min bei 4° C zentrifugiert. Zuletzt wurde das 
RNA-Pellet in der Vakuumzentrifuge 2 min lang bei RT leicht getrocknet und schließlich in 
RNase freiem Wasser resuspendiert.  
 
2.2.3 Reverse Transkription 
 
Die aufgereinigte Gesamt-RNA wurde mit Hilfe der RNA-abhängigen DNA-Polymerase      
M-MLV Reverse Transcriptase (RNase H Minus, Point Mutant) des Reverse Transcription 
System (Promega, Mannheim) in complementary DNA (cDNA) transkribiert. Hierfür wurde 
die RNA in einer Konzentration von 1 µg pro Ansatz zusammen mit 0,5 µg Oligo(dT)15 
Primer in 10 µl RNase freiem Wasser in einem ersten Schritt über 5 min bei 65° C denaturiert 
und anschließend kurz auf Eis inkubiert. Im zweiten Schritt wurden 4 µl des 5 x cDNA-
Synthese Puffers sowie der dNTP-Mix mit einer Endkonzentration (EK) von 10 mM und     
50 U der Transkriptase zugegeben und mit RNase freiem Wasser auf 20 µl aufgefüllt. Nach   
5 min Annealing der Primer bei 37° C fand die reverse Transkription innerhalb von 30 min 
bei 48° C statt und wurde über 5 min bei 85° C terminiert. Die synthetisierte cDNA wurde bis 
zur weiteren Verwendung bei -20° C aufbewahrt. 
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2.2.4 Standard Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Der Ansatz für die jeweilige Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde unter Verwendung 
spezifischer Primer immer mit der GoTaq® Hot Start DNA-Polymerase von Promega 
(Mannheim) wie folgt pipettiert: 
 
  GoTaq® Mastermix (enthält 5 x Green  
  Flexi Buffer, dNTP-Mix, MgCl2 
   und GoTaq® Hot Start Polymerase)  25 µl 
  5’ Primer (10 pmol/µl)   1 µl 
  3’ Primer (10 pmol/µl)   1 µl 
  DNA      5 µl 
  nukleasefreies Wasser   18 µl 
 
Nach dem Denaturierungsschritt von 5 min bei 95° C wurden 35 Zyklen mit den nachfolgend 
aufgeführten Schritten durchlaufen: 
 
  DNA-Denaturierung    95° C, 1 min 
  Primer-Annealing    50 – 65° C, 30 s 
  Elongation      72° C, 1 min/1 kb 
 
Nach dem letzten Zyklus folgte ein letzter Schritt zur Termination der PCR-Reaktion für        
7 min bei 72° C. Anschließend wurde die DNA bei 4° C aufbewahrt. 
 
2.2.5 Quantitative Real Time PCR (RT-PCR) 
 
In der quantitativen Real Time PCR (RT-PCR) wurden die jeweiligen Primer immer in einer 
Verdünnung von 1:20 und cDNA in einer Konzentration von 2,5 ng/µl eingesetzt. Als 
Polymerase-Mastermix wurde iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, 
München) verwendet, der den DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green 
enthält. Dieser kann, sobald er in doppelsträngige DNA eingelagert wird, mit Licht einer 
Wellenlänge von 498 nm angeregt werden, woraufhin er Licht mit der Wellenlänge 522 nm 
emittiert. Mit zunehmender Zyklenzahl und damit steigender Menge an dsDNA kann folglich 
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auch mehr emittiertes Licht gemessen werden. Die Proben wurden in 96-Loch-Platten 
pipettiert und im iQ™5 Multicolor Real-Time PCR Cycler (Bio-Rad Laboratories, München) 
vermessen. Es wurde darauf geachtet, dass die Proben keinem direkten Licht ausgesetzt und 
ständig auf Eis gehalten wurden. Der Ansatz (25 µl EV) setzte sich wie folgt zusammen: 
 
  iQ™ SYBR® Green Supermix  12,5 µl 
  5’ Primer (5 pmol/µl)    1 µl 
  3’ Primer (5 pmol/µl)    1 µl 
  nukleasefreies Wasser   5,5 µl 
  cDNA      5 µl 
 
Die Reaktion erfolgte mit folgender Programmierung des PCR-Gerätes: 
 
1. Schritt   DNA-Denaturierung    95° C, 3 min 
2. Schritt (50 Zyklen)  DNA-Denaturierung    95° C, 10 s 
   Primer-Annealing und Elongation  63,5° C, 30 s 
3. Schritt   Termination     95° C, 1 min 
4. Schritt   Vorbereitung Schmelzkurve   55° C, 1 min 
5. Schritt (81 Zyklen)  Schmelzkurve (in 0,5° C Schritten)  55° C - 95° C 
 
Grundlage für die Quantifizierung der Genexpression ist der CT-Wert (threshold cycle). 
Dieser Wert gibt den Zyklus der PCR-Reaktion an, bei dem die Fluoreszenz signifikant über 
den Wert der Hintergrundfluoreszenz steigt. Ein höherer CT-Wert bedeutet, dass eine höhere 
Amplifikation nötig war, um die gleiche Fluoreszenzintensität zu erreichen. D. h. es war 
weniger cDNA und somit weniger mRNA im Ausgangsmaterial vorhanden. Aus der 
Differenz des CT-Wertes der Probe und der Kontrolle wurde der ΔCT-Wert berechnet: 
 
   ΔCT = CT, Probe – CT, Kontrolle 
 
Anhand einer Verdünnungsreihe von 1:2 bis 1:32 mit cDNA einer Probe, in der die 
Expression des untersuchten Gens zu erwarten war, sowie mit cDNA des internen Standards, 
wurde die Amplifikationseffizienz der PCR-Reaktion bestimmt: 
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Der Wert der Amplifikationseffizienz der Probe und der Kontrolle sollte für die zugrunde 
liegende Berechnung, die unter der Annahme gleicher Effizienz stattfand, keine große 
Differenz aufweisen. Der slope gibt die Steigung der Geraden an, die aus den CT-Werten der 
Verdünnungsreihen erstellt wurde. Schließlich wurde der ΔΔCT-Wert berechnet: 
 








Dieser ΔΔCT-Wert stellt somit den anhand des internen Standards normalisierten ΔCT-Wert 
der untersuchten Probe dar und wurde im Diagramm als relativer Anstieg aufgetragen. Alle 




Zuerst wurden die Vektoren, um Religation zu verhindern, mit alkalischer Phosphatase nach 
Anleitung des Herstellers (Roche Diagnostics, Mannheim) am 5’ Ende dephosphoryliert. Die 
Ligationsansätze enthielten neben Insert und Vektor im Verhältnis von 3:1 noch 1 µl T4 
DNA-Ligase und 2 µl T4 DNA-Ligasepuffer (Fermentas, St. Leon-Rot) und wurden mit 
nukleasefreiem Wasser auf ein Volumen von 20 µl eingestellt. Die Reaktion fand ü. N. bei   
4° C oder innerhalb von 4 h bei RT statt. Das Produkt der Ligation wurde anschließend zur 




Zu 50 µl chemisch kompetenten E. coli DH10B wurden jeweils 0,5 µl DNA aus einer 
Plasmid-Präparation oder 20 µl eines Ligationsansatzes zugegeben und 30 min auf Eis 
inkubiert. Nach 90 s Hitzeschock bei 42° C, 10 min auf Eis und der darauf folgenden Zugabe 
von 1 ml LB-Medium, wurden die Bakterien 1 h bei 37° C geschüttelt. Je 100 µl der Ansätze 
wurden auf LB-Platten mit 200 µg/ml Ampicillin ausplattiert und ü. N. bei 37° C inkubiert. 
 




Nach der Transformation gewachsene Bakterienkolonien wurden in frisches LB-
Flüssigmedium mit 200 µg/ml Ampicillin überimpft und ü. N. bei 37° C und 220 rpm 
geschüttelt. Im Anschluss daran konnte die Präparation der Plasmid-DNA durchgeführt 
werden. 
 
2.2.9 Antibakterieller Assay 
 
Alle für den antibakteriellen Assay verwendeten Bakterienstämme wurden nach dem 
Animpfen in LB-Medium ohne Antibiotikum ü. N. bei 37° C und 220 rpm herangezüchtet. 
Aus dieser Vorkultur wurde ein Aliquot in frisches Medium überimpft und bis zu einer OD600 
von 1,0 bei 37° C und 220 rpm geschüttelt. Anschließend wurden die Bakterien mit ABA-
Puffer auf 1 x 103 Zellen in 100 µl (EV) eingestellt und mit 1, 2 oder 5 µg/ml β-Defensin:Ig-
Fusionsprotein in PBS-Puffer versetzt. Als Kontrolle wurde eine entsprechende Menge PBS-
Puffer ohne β-Defensin:Ig-Fusionsprotein eingesetzt. Zusätzlich wurde als weitere Kontrolle 
das hIgG1 (hIg-Teil) ohne β-Defensin verwendet. Die so behandelten Bakterien konnten nach 
3 h Inkubation bei 37° C und 220 rpm in einer 1:10 Verdünnung auf LB-Platten ausgestrichen 
und ü. N. bei 37° C inkubiert werden. Schließlich wurden die jeweils gewachsenen Kolonien 
gezählt und fotografiert. Die Versuche wurden immer in Triplikaten durchgeführt. 
 
2.2.10 Präparation von Plasmid-DNA 
 
Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli DH10B erfolgte mit dem Wizard® Plus SV 
Minipreps DNA Purification Systems oder dem PureYield™ Plasmid Midiprep System Kit 
von Promega (Mannheim) nach Protokoll des Herstellers. 
 
2.2.11 Sequenzierung von Plasmid-DNA 
 
Sequenzierungen wurden von Geneart, Regensburg durchgeführt. Für einen Ansatz wurden 
300 ng DNA sowie 1 pmol Primer verwendet und das Gesamtvolumen mit nukleasefreiem 
Wasser auf 10 µl eingestellt. Die verwendeten Sequenzierprimer sind unter 2.1.3 aufgelistet. 




Die elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte in 1-1,5 % (w/v) Agarosegelen. 
Hierfür wurde die Agarose in 0,5 x TAE-Puffer aufgekocht, in die Gelapparatur gegossen und 
mit 20 µg Ethidiumbromid pro 100 ml Gel versetzt. Nach dem Erstarren konnte das Gel in die 
dafür vorgesehene Laufkammer überführt und mit 0,5 x TAE-Puffer überschichtet werden. 
Daraufhin wurden die mit Loading Dye im Verhältnis 1:5 gemischten DNA-Proben neben 
dem DNA-Längenstandard 100 bp oder 1 kb Ladder (New England Biolabs, Frankfurt am 
Main) aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei einer elektrischen Spannung von 10 V/cm 
Gellänge. Anschließend wurden entsprechende DNA-Banden auf einem UV-Schirm bei einer 
Anregungswellenlänge von 312 nm aus dem Gel ausgeschnitten oder bei 254 nm betrachtet 
und fotografiert. 
 
2.2.13 Isolation von DNA aus Agarosegelen 
 
Die Isolation von PCR-Produkten bzw. restriktionsverdauter DNA erfolgte mittels Wizard® 
SV Gel and PCR Clean-Up System von Promega (Mannheim) nach Protokoll des Herstellers. 
 
2.2.14 Restriktionsverdau von DNA 
 
Für die Restriktionsverdaue wurden Enzyme der Firma New England Biolabs (Frankfurt am 
Main) verwendet. Dazu wurden jeweils 10 U des oder der entsprechenden Enzyme und der 
vom Hersteller empfohlene Puffer in einer 1:10 Verdünnung zusammen mit 1 µg DNA in 
einem Volumen von 30 µl mit nukleasefreiem Wasser angesetzt. Nach ca. 3 h bei 37° C 
konnten die verdauten DNA-Proben in einem Agarosegel aufgetrennt und gereinigt werden. 
 
2.2.15 Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration 
 
Die Konzentration von DNA oder RNA in wässriger Lösung wurde anhand der optischen  
Dichte (OD) bei 260 nm mittels Photometer bestimmt. Zudem wurde die OD bei 280 nm 
ermittelt und der Quotient OD260/OD280 als Maßstab für die Reinheit der Probe herangezogen. 
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Konzentration DNA = 50 µg/ml x OD260 x Verdünnungsfaktor 
 




Die exprimierten Proteine sind mit einem hIgG1 Fc-Teil versehen, der es erlaubt, diese 
Fusionsproteine mit Hilfe von Protein G aus S. aureus, das an Sepharose-Harz gekoppelt ist, 
aufzureinigen. 
Der gesammelte und sterilfiltrierte Überstand (0,5-2 l) von Protein-exprimierenden 
Drosophila Schneider 2 Zellen (DS-2) wurde mit Hilfe des Econo System von Bio-Rad 
(München) über eine HiTrap™ Protein G HP Sepharosesäule (GE Healthcare, München) mit 
einer Geschwindigkeit von 1 ml/min gepumpt. Die Säule wurde vorher mit PBS-Puffer 
äquilibriert. Das an die Protein G Sepharosesäule gebundene Protein wurde mit 50 ml PBS-
Puffer gewaschen, mit dem Elutionspuffer (0,1 M Glycin, pH 2,5) von der Säule zu 1 ml pro 
Fraktion eluiert und anschließend mit Neutralisationspuffer (1 M Tris, pH 9,0) auf pH 7,2 
eingestellt. Es wurden vom Durchlauf der Säule, bei Beginn und Ende des Waschens und von 
jeder Elutionsfraktion ein Aliquot von 30 µl für die SDS-PAGE und Western-Blot Analyse 
entnommen. Schließlich wurde das Protein in der Dialysemembran Typ 20 (Biomol, 
Hamburg) innerhalb von 24 h gegen 10 l PBS-Puffer dialysiert. 
 
2.2.17 Immunpräzipitation mit Protein G Sepharose 
 
Für den schnellen Nachweis der Expression von hIgG1-Fusionsproteinen nach Transfektion 
der Zellen wurde eine Immunpräzipitation mit Protein G Sepharose 4 Fast Flow              
(GE Healthcare, München) durchgeführt. Dazu wurden 50-100 ml gesammelter und 
sterilfiltrierter Zellkulturüberstand ü. N. bei 4° C und unter ständigem Schwenken mit          
20-40 µl Protein G Sepharose inkubiert. Anschließend wurde 5 min bei 4° C und 3000 g 
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Die Protein G Sepharose wurde zweimal in 500 µl 
PBS-Puffer gewaschen und schließlich nach dem letzten Zentrifugationsschritt in 20-40 µl 2 x 
Lämmli-Auftragspuffer resuspendiert. Nach dem Aufkochen für 5 min bei 95° C konnte eine 
SDS-PAGE mit den Proben durchgeführt werden. 
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2.2.18 Bestimmung der Proteinkonzentration 
 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der BCA™ Protein Assay Kit von Pierce 
(Rockford, IL, USA) nach Protokoll des Herstellers verwendet. Die dabei entstandene 
Farbreaktion wurde in dem Emax Microplate Reader (Molecular Devices, München) bei einer 
OD von 540 nm vermessen. 
 
2.2.19 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Für analytische SDS-PAGE wurden Gele mit einer Konzentration von 5 % 
Acrylamid/Bisacrylamid im Sammelgel und 12,5 % Acrylamid/Bisacrylamid im Trenngel 
verwendet. Die Gel-Elektrophorese erfolgte bei 200 V und 40 mA für ca. 1 h in der 
Gelkammer Sub-Cell® GT (Bio-Rad Laboratories, München). Die Anfärbung der 
Proteinbanden in den Gelen erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue R250. Dazu wurde das 
Polyacrylamidgel in Coomassie-Färbelösung über 15 min geschwenkt. Anschließend wurde 
das Gel in Coomassie-Entfärbelösung solange geschwenkt bis der Hintergrund vollständig 
entfärbt war und nur noch die Proteinbanden zu erkennen waren. Anschließend wurden die 
Polyacrylamidgele im Geltrockner Slab Dryer Model 483 (Bio-Rad Laboratories, München) 




Nach der Elektrophorese wurde das SDS-PAGE Gel in dem Semi-Dry Blotter Fast Blot B34 
(Biometra, Göttingen) über der PVDF Transfermembran Immobilon™ (Millipore, 
Schwalbach) bei 200 V mit 1 mA / 1 cm2 Gel für 75 min geblottet. Der Transfer der Proteine 
fand unter Verwendung des Westernblot-Puffers statt. Anschließend wurde die Membran 1 h 
bei RT in 5 % Magermilchpulver (5 g Magermilchpulver in 50 ml TBS-T) auf einem 
Schüttler geblockt. Der HRP-konjugierte anti human IgG (H+L) Antikörper wurde in frischer 
2 % Magermilchpulverlösung in einer Verdünnung von 1:10000 auf die Membran gegeben 
und für 30 min bei RT auf einem Schüttler inkubiert. Nach 2 x Waschen mit 2 % 
Magermilchpulverlösung und 1 x Waschen mit TBS-T folgte die Chemilumineszenz-
Reaktion. Dazu wurde die Membran für 1 min in der NOWA Solution A und B, die das 
Substrat für die Peroxidase enthält, nach Angabe des Herstellers (MoBiTec, Göttingen) 
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geschwenkt. Sofort im Anschluss wurde die Membran in einer Dunkelkammer auf einen Film 
(Amersham Hyperfilm™ ECL, GE Healthcare, München) aufgelegt. Die Expositionszeiten 
lagen dabei zwischen 30 s und 10 min. Zuletzt konnte der Film im Filmentwickler Optimax 
Typ TR (MS Laborgeräte, Heidelberg) entwickelt werden. 
 
2.2.21 Luciferase Reportergen-Assay 
 
Im Rahmen des Luciferase Reportergen-Assays wurde ein 1,7 kb langes DNA-Fragment der 
regulatorischen Region vor dem mBD14-Gen (Defb14) in einer PCR-Reaktion amplifiziert. 
Dafür wurden die Primer mBD14pr pGL4 5’ mit einer Schnittstelle des Sac I 
Restriktionsenzyms und mBD14pr pGL4 3’ mit einer Schnittstelle des Xho I Enzyms 
verwendet. Anschließend wurde das Promotor-Fragment in den pGEM®-T Easy Vektor 
(Promega, Mannheim) zwischenkloniert und schließlich mittels Sac I und Xho I in den 
pGL4.11 Firefly Luciferase Reporter Vektor (Promega, Mannheim) kloniert.  
Im Anschluss wurden Maus LA-4 Lungenepithelzellen in 24-Loch-Platten zu 5 x 105 Zellen 
pro ml und Loch ausgesät. Mit einer Konfluenz von 60-80 % konnten die Zellen mittels 
DOTAP (Roche Diagnostics, Mannheim) mit 50 ng mBD14-Promotor Firefly Luciferase 
Reporter Vektor zusammen mit 10 ng phRL-TK Renilla Luciferase Vektor als 
Transfektionskontrolle, 50 ng NOD2-Expressionsplasmid (pcDNA3.1) und 1 µg/ml 
Muramyldipeptid (MDP) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) transfiziert werden. Die Zellen 
wurden 48 h nach der Transfektion geerntet und die Aktivität der Firefly-Luciferase und der 
Renilla-Luciferase in dem Luminometer Fusion™ (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) 
gemessen. Die Aufbereitung der Zellen und die Durchführung des Luciferase-Assays fand mit 
Hilfe des Dual-Glo™ Luciferase Assay Systems (Promega, Mannheim) nach Angaben des 
Herstellers statt. Zuerst wurde die Firefly-Luciferase Aktivität, anschließend die Aktivität der 
Renilla-Luciferase gemessen. Die gemessenen Firefly-Luciferase Werte wurden gegen die 
Messwerte der Renilla-Luciferase nach folgender Formel normalisiert: 
 
Relative Luciferase-Aktivität = 
! 
Messwert Firefly - Luciferase
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Zellbiologische Arbeiten wurden stets unter Verwendung steriler Reagenzien, Pipetten und 
Gefäße in der Sterilbank HERAsafe® KS (Thermo Scientific, Langenselbold) durchgeführt. 
Die verwendeten Zelllinien und Primärzellkulturen wurden in unter 2.1.2 aufgeführten 
Zellkulturflaschen oder Gewebekulturschalen mit RPMI 1640 Medium mit 10 % FKS,       
100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin oder einem entsprechend angegebenem 
Medium bei 37° C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit im Begasungsbrutschrank Cell Safe 
(Integra Biosciences, Fernwald) kultiviert. Die Zelllinien wurden 2 x wöchentlich im 
Verhältnis 1:10 geteilt. Zentrifugationen mit Zellen wurden bei 300 g für 5 min durchgeführt 
und das Zellpellet in der jeweils benötigten Lösung resuspendiert. Zur Gewinnung von 
Zellüberständen wurden die Zellen bei 3200 g und 4° C für 10 min zentrifugiert und das 
Zellpellet verworfen. 
Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen abzentrifugiert und in einer Konzentration von 
ca. 1 x 106 Zellen/ml in kaltem Einfriermedium (50 % RPMI 1640, 40 % FKS und 10 % 
DMSO) resuspendiert. Anschließend wurden Aliquots von 1 ml in Kryoröhrchen gefüllt, bei  
-80° C schonend tiefgefroren und nach wenigen Tagen in den Stickstoff-Tiefkühltank 
überführt und bei -196° C aufbewahrt. 
Im Stickstoff gelagerte Zellen, die wieder in Kultur genommen werden sollten, wurden 
aufgetaut, zügig in 10 ml kaltem Medium gewaschen und daraufhin in frisches Kulturmedium 
überführt. 
In regelmäßigen Abständen wurden die Zelllinien mit Hilfe des Mycoplasma Detection Kits 
(Roche Diagnostics, Mannheim) auf eine Kontamination mit Mycoplasmen untersucht. 
 
2.3.2 Bestimmung der Lebendzellzahl 
 
Die Anzahl lebender Zellen wurde mikroskopisch mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer 
(Brand, Gießen) bestimmt. Hierfür wurde ein Aliquot der Zellsuspension in einem Verhältnis 
von 1:10 mit einer Trypanblau-Lösung verdünnt und auf die Zählkammer aufgetragen. Tote 
Zellen wurden dabei blau gefärbt, lebende blieben ungefärbt. Es wurden 4 große Quadrate mit 
jeweils 16 kleinen Quadraten ausgezählt und daraus der Mittelwert gebildet.  
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Die Zellkonzentration wurde wie folgt berechnet: 
 




Transiente oder stabile Transfektionen von Zellen wurden mittels DOTAP Liposomal 
Transfection Reagent (Roche Diagnostics, Mannheim) nach Angabe des Herstellers erzielt. 
 
2.3.4 Gewinnung von Splenozyten 
 
Für die Präparation und Kultivierung von Splenozyten wurde immer RPMI 1640 Medium mit 
10 % FKS, 50 µM 2-Mercaptoethanol, 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin 
verwendet. Aus den Mäusen nach dem Töten durch zervikale Dislokation entnommene 
Milzen wurden in diesem Medium bis zur Präparation auf Eis aufbewahrt. Die Milzen wurden 
mit dem Stempel einer 10 ml Spritze durch ein Nylonsieb mit einer Maschenweite von 70 µm 
(BD Biosciences, Heidelberg) in ein 50 ml Reaktionsgefäß passiert. Anschließend wurde mit 
Medium nachgespült bis nur noch Bindegewebe im Sieb zurückblieb. Die so isolierten 
Milzzellen wurden 10 min bei RT und 300 g zentrifugiert, anschließend in 5 ml ACK-RBC-
Hämolysepuffer pro Milz resuspendiert und 5 min bei RT zur Hämolyse inkubiert. Daraufhin 
wurde das Reaktionsgefäß mit Medium aufgefüllt und erneut zentrifugiert. Nach einem 
weiteren Waschschritt wurden die Zellen in 5 ml Medium pro Milz aufgenommen und in 
einer Neubauer-Zählkammer quantifiziert.  
 
2.3.5 Generierung und Stimulierung von BMDCs 
 
Während der Isolation und Kultivierung von bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs) 
wurde stets RPMI 1640 Medium mit 10 % FKS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml 
Streptomycin, 50 µM 2-Mercaptoethanol und 30 ng/ml GM-CSF (aus eigener Herstellung) 
verwendet. Aus den Mäusen wurden nach dem Töten durch zervikale Dislokation Femur 
(Oberschenkelknochen), Tibia (Schienbeinknochen) und gegebenenfalls auch Humerus 
(Oberarmknochen) entfernt, für 1 min in Isopropanol sterilisiert, in sterilen PBS-Puffer 
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überführt und schließlich dekapitiert. Aus den so eröffneten Knochen konnte nun mit Hilfe 
einer Kanüle mit einem Durchmesser von 0,4 mm mit sterilem PBS-Puffer das Knochenmark 
in ein 50 ml Reaktionsgefäß gespült werden. Die Knochenmarkszellen wurden bei 300 g und 
RT für 10 min zentrifugiert, 1 x mit Medium gewaschen und nach einem weiteren 
Zentrifugationsschritt die Lebendzellzahl bestimmt. Daraufhin wurden die Zellen in 24-Loch-
Platten zu je 1 ml/Loch und 2 x 105 Zellen/ml ausgesät. Das Medium wurde jeden zweiten 
Tag gewechselt (Inaba et al., 1992). 
An Tag 8 der Kultur wurden die BMDCs immer in Triplikaten mit 100 ng/ml LPS von 
Salmonella enterica Serotyp abortus equi (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), 1 µM CpG ODN 
1668 (Metabion, Martinsried) und 10 µg/ml Poly (I:C) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) sowie 
MDP (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) in Konzentrationen von 1 bis 50 µg/ml über 24 h 
stimuliert.  
 
2.3.6 Lymphyozytenisolation aus soliden BFS-1 Fibrosarkomen 
 
An Tag 22 nach der Injektion von BFS-1 Fibrosarkomzellen (siehe 2.4.2) wurde der dorsal 
auf der Maus gewachsene Tumor entfernt nachdem die Maus durch zervikale Dislokation 
getötet wurde. Ein kleiner Teil des Tumors wurde für eine RNA-Präparation verwendet. Für 
den Collagenase D-Verdau musste der Tumor zuerst mit einer Schere zerkleinert werden. 
Daraufhin konnte das Tumorgewebe mit 10 mg Collagenase D und 100 µg DNase I in 10 ml 
RPMI 1640 Medium mit 10 % FKS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin über       
30 min bei 37° C verdaut werden. Anschließend wurde die Gewebesuspension auf ein 
Nylonsieb über einem 50 ml Reaktionsgefäß gegeben und mit einem Spritzenstopfen einer     
5 ml Spritze weiter zerkleinert. Nach mehrmaligem Spülen des Siebes wurden die Zellen bei 
300 g und 4° C für 5 min zentrifugiert. Die auf diese Weise isolierten Zellen wurden in 10 ml 
RPMI-Medium resuspendiert und die Lebendzellzahl ermittelt. Schließlich konnten die Zellen 
für durchflusszytometrische Analysen mit entsprechenden Antikörpern gefärbt werden. 
 
2.3.7 Isolation von residenten Monozyten aus dem Peritoneum 
 
Zur Gewinnung von residenten peritonealen Monozyten wurden 8 Wochen alte C57BL/6 
Mäuse verwendet. Nach dem Töten der Maus wurde das Peritoneum mit 5 ml eiskaltem PBS-
Puffer mit Heparin (20 U/ml) und EDTA (5 µM) gespült. Die Isolation der Zellen aus der 
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Peritoneal-Lavage wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. J. J. Oppenheim 
(Laboratory of Molecular Immunregulation, Division of Basic Science, NCI, National 
Institutes of Health, Frederick, MA, USA) im Rahmen der Chemotaxis Assays durchgeführt. 
 
2.3.8 Chemotaxis Assay 
 
In den Chemotaxis Assays eingesetzte Zellen wurden in RPMI-Medium mit 1 % BSA auf 
eine Zellzahl von 1 x 106 Zellen/ml eingestellt. Die Versuche wurden in 48-Loch Mikro-
Chemotaxiskammern (NeuroProbe, Gaithersburg, MD, USA) durchgeführt. Die obere 
Kammer wurde von der unteren Kammer durch eine unbeschichtete Polycarbonat-
Filtermembran mit einer Porenweite von 5 µm für die Monozyten und durch eine mit 
Collagen beschichtete Polycarbonat-Filtermembran (Osmonics, Livermore, CA, USA) mit 
einer Porenweite von 10 µm für die mCCR6+ oder hCCR6+ HEK-293 Zellen getrennt. Die 
Zellsuspensionen wurden in die oberen Kammern, das jeweilige β-Defensin:Ig aus den 
entsprechenden HEK-293 Zellüberständen oder das hIgG1 zur Kontrolle wurde in die untere 
Kammer gegeben und bei 37° C für 1,5 h im Fall der Monozyten und für 5 h im Fall der  
HEK-293 Zellen inkubiert. Anschließend wurden die Filter entfernt, gefärbt und die durch die 
Filter gewanderten Zellen unter dem Lichtmikroskop gezählt. Alle Ergebnisse wurden als 
Zellzahl pro high power field (HPF) dargestellt. Die Chemotaxisversuche wurden 
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. J. J. Oppenheim (Laboratory of Molecular 
Immunregulation, Division of Basic Science, NCI, National Institutes of Health, Frederick, 




Die Anreicherung von B-Zellen aus präparierten Milzzellen anhand von magnetischen 
MicroBeads, die mit einem Antikörper gegen CD19 markiert sind, wurde nach den Angaben 
des Herstellers (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach) durchgeführt. Dabei wurde eine 
Reinheit von > 95 % erreicht. Die Analyse der so isolierten B-Zellen erfolgte mit Hilfe der 
Durchflusszytometrie. 
 




Zur Bestimmung der Vitalität der transfizierten BFS-1 Zellen wurde ein MTT-Assay 
durchgeführt. Hierbei wird gelbes MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) in Mitochondrien lebender Zellen durch die mitochondriale 
Reduktase in Abhängigkeit der metabolischen Aktivität in violettes Formazan reduziert. 
Dafür wurden die unterschiedlich transfizierten BFS-1 Zellen in 96-Loch-Platten in 
unterschiedlichen Konzentrationen und immer in Triplikaten ausgesät und in 200 µl Medium 
über 24 h bei 37° C inkubiert. Anschließend wurden pro Loch 10 µl MTT einer Stammlösung 
(5 mg/ml) zugegeben und 4 h lang bei 37° C inkubiert. Daraufhin wurden 70 µl einer 20 % 
SDS-Lösung zugegeben und die Zellen ü. N. wieder in den Inkubator gegeben. Dabei wurde 
die Reaktion gestoppt und die Zellen lysierten. Letztlich konnte die Zellvitalität 
kolorimetrisch anhand der optischen Dichte bei einer Wellenlänge von 540 nm im 




Alle durchflusszytometrischen Messungen wurden an dem BD LSR II Durchflusszytometer 
(BD Biosciences, Heidelberg) durchgeführt. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm 
FlowJo 8.7.1. Färbung und Vermessung der Zellen fand in FACS-Röhrchen BD Falcon™ (BD 
Biosciences, Heidelberg) und in FACS-Puffer statt. Dabei wurden die Zellen immer auf Eis 
und aufgrund fluoreszenzmarkierter Antikörper unter Vermeidung direkter Lichteinstrahlung 
gehalten. In welchen Konzentrationen die entsprechenden Antikörper einzusetzen waren 
wurde zuvor mittelst Titrationen ermittelt.  
Das allgemeine Färbeprotokoll beinhaltet zuerst einen Blockier-Schritt über 15 min mit 
Serum (1:10 mit FACS-Puffer verdünnt) aus der gleichen Spezies, aus welcher der erste 
Antikörper gewonnen wurde, um eine unspezifische Bindung der Antikörper an Fcγ-
Rezeptoren zu vermeiden. Die Zellen wurden dann in einem Endvolumen von 100 µl mit der 
Antikörpermischung für 30 min inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit FACS-Puffer 
gewaschen, um nicht gebundene Antikörper zu entfernen. Im Fall einer Färbung mit einem 
Antikörper, der nicht direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff oder mit Biotin konjugiert war, 
musste nach dem Wasch-Schritt mit einem sekundären Antikörper oder Streptavidin, mit dem 
jeweils benötigten Fluorophor konjugiert, gefärbt werden. Schließlich wurden die Zellen noch 
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einmal gewaschen, in 300 µl FACS-Puffer aufgenommen und vermessen. Zur 
Diskriminierung toter Zellen wurde den Proben kurz vor der Messung DAPI-Lösung           




Die Sortierung der generierten und stimulierten BMDCs erfolgte am FACSAria™ 
Durchflusszytometer (BD Biosciences, Heidelberg). Dabei wurden die Zellen mit einer 
Reinheit von > 98 % gewonnen. 
 
 




Alle verwendeten weiblichen C57BL/6 Mäuse waren entsprechend den Haltungsvorschriften 
zu maximal 10 Tieren pro Käfig untergebracht und wurden von Charles River (Sulzfeld) 
bezogen. Die Tiere erhielten als Nahrung die speziesspezifische Standarddiät V1534 R/M-H 
(ssniff Spezialdiäten, Soest) sowie Leitungswasser ad libitum und waren einem Licht-Dunkel-
Rhythmus von je 12 h ausgesetzt. Sie wurden frühestens 3 Wochen nach Ankunft in einem 
Experiment eingesetzt. Die beschriebenen Experimente wurden bei der zuständigen Behörde 
am 10.01.2008 zur Anzeige gebracht. 
 
2.4.2 Erzeugung von Fibrosarkomen mit BFS-1 Zellen 
 
Zur Erzeugung von soliden Fibrosarkomen auf C57BL/6 Mäusen wurden syngene BFS-1 
Fibrosarkomzellen in vitro in RPMI-Medium mit 10 % FKS, 100 U/ml Penicillin und         
100 µg/ml Streptomycin angezogen. Die BFS-1 Zelllinie wurde wie bereits beschrieben 
erzeugt (Mannel et al., 1979). Dem Kulturmedium von BFS-1 Zellen, die mBD14-:Ig oder 
das Kontroll-Fusionsprotein p55:Ig rekombinant exprimieren, wurde zusätzlich 500 µg/ml 
Neomycin beigefügt. Als die benötigte Zellzahl herangewachsen war, konnten die BFS-1 
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Zellen nach Entfernen des Mediums unter Verwendung einer Trypsin/EDTA-Lösung            
(2 ml / 75 cm2) nach 2 min Inkubation mit PBS-Puffer vom Flaschenboden gespült werden. 
Anschließend wurden sie mit PBS-Puffer gewaschen und bei 300 g und RT für 5 min 
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml pro 75 cm2-Zellkulturflasche resuspendiert und die 
Lebendzellzahl mit Hilfe der Trypanblau-Färbung und einer Neubauer-Zählkammer 
bestimmt. Daraufhin konnte die Zellzahl nach einer weiteren Zentrifugation auf 3 x 107 
Zellen/ml eingestellt werden.  
Die Mäuse wurden zunächst mit einer Lösung aus 15 % Ketamin 5 % (Ketaminhydrochlorid) 
und 8 % Xylazin 2 % (Xylazinhydrochlorid) in PBS-Puffer, welche i. p. in einer Menge von 
10 µl pro g Maus injiziert wurde, anästhesiert. Nach Feststellung der vollständigen Anästhesie 
mittels Drucktest an der Hinterpfote konnten schließlich dorsal 1,5 x 106 BFS-1 Zellen in 
einem Volumen von 50 µl subkutan appliziert werden.  
 
2.4.3 Messung des BFS-1 Tumorwachstums 
 
Das Tumorwachstum wurde von Tag 3 bis Tag 22 nach der Applikation regelmäßig alle 2-3 
Tage mit einer Schieblehre (Kern, Balingen-Frommern) verfolgt und jeweils Länge und 
Breite des Tumors vermessen. Die Tumorgrößen wurden in cm2 angegeben. 
 
 
2.5 Immunhistologische Methoden 
 
2.5.1 Herstellung histologischer Schnitte aus kryokonserviertem Gewebe 
 
Den im Rahmen der Leukozytenisolation entfernten BFS-1 Tumoren wurde ein kleines Stück 
Gewebe für die Anfertigung von Kryopräparaten entnommen. Dieses wurde in Killik 
Einbettmedium (Bio-Optica, Milano, I) auf Korkplättchen (Bio Vendor, Heidelberg) fixiert, 
mit Einbettmedium luftblasenfrei überschichtet und in der Gasphase über flüssigem Stickstoff 
eingefroren. Zur dauerhaften Lagerung wurden die Kryopräparate bei -80° C gelagert. Die 
Gewebepräparate wurden an einem Kryostat von Leica mit einer Dicke von 5 µm geschnitten 
und auf SuperFrost® Plus Objektträger (Menzel-Gläser, Braunschweig) platziert. Daraufhin 
wurden die Gewebeschnitte in einem immunhistochemischen Verfahren gefärbt. 
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2.5.2 Immunhistochemische Färbung von CD31 
 
Die kryokonservierten Gewebeschnitte wurden in -20° C kaltem Aceton 10 min entwässert. 
Nach 15 min trocknen bei RT wurden die Schnitte auf dem Objektträger mit einer 
hydrophoben Emulsion (DakoCytomationPen, DakoDeutschland, Braunschweig) umrandet. 
Anschließend wurden die Schnitte in Waschpuffer (1 x TBS mit 0,05 % Tween®20) für        
10 min gewaschen und in Blockpuffer (1 x TBS, 3 % FCS, 10 % Mausserum) für 30 min 
geblockt. Daraufhin konnten die Schnitte mit dem anti Maus CD31 Antikörper aus der Ratte 
oder dem entsprechenden Isotyp-Antikörper 1:500 verdünnt in 1 x TBS-Puffer mit 3 % FKS 
für 30 min bei RT markiert werden. Nach dreimaligem Waschen wurden die Schnitte mit dem 
sekundären anti Ratte IgG AP Antikörper in einer 1:1000 Verdünnung wieder für 30 min bei 
RT markiert. Erneut wurde dreimal gewaschen und danach mit der Substratlösung Sigma 
Fast™ (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) für 15 min bei RT inkubiert. Die Gewebeschnitte 
wurden mit H2Odest gewaschen und daraufhin die Zellkerne mit Methylgrün-Lösung 5 min bei 
RT gefärbt. Schließlich wurde die restliche Methylgrünlösung mit H2Odest abgespült und die 
Präparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe beginnend bei 90% Ethanol, dann 96% Ethanol 
und letztlich in Xylol für je 10 min entwässert. Nachdem die Gewebepräparate mit Entellan® 
Eindeckmedium (Merck, Darmstadt) und einem Deckglas eingedeckt wurden, konnten diese 





Ergebnisse aus Experimenten sind als Mittelwerte mit Standardabweichungen (SD) 
angegeben. Statistische Analysen wurden unter Verwendung des Student’s t-Test mit Hilfe 
des Programms GraphPad Prism Version 4.0a durchgeführt. Werte von p < 0,05 wurden als 








3.1 Identifikation des Defb14-Gens 
 
Zur Identifizierung und Charakterisierung des Maus-Gens, das ortholog zum humanen            
β-Defensin 3 (DEFB103) ist, wurde die Ensembl Gendatenbank herangezogen. Anhand von 
DNA- und Proteinsequenzvergleichen konnte das Defb14-Gen identifiziert werden, das im   
β-Defensin Gen-Cluster auf dem Chromosom 8 an der Position 19.194.357-19.195.212 
lokalisiert ist. Es zeigt den für die Familie der β-Defensine charakteristischen Aufbau von 
zwei Exons mit einer Größe von 58 bp für Exon 1 und 146 bp für Exon 2 sowie einem Intron 
mit einer Größe von 652 bp (Abb. 2a). 
 
 
Abb. 2: Identifizierung des Defb14-Gens und Alignment der Proteinsequenz mit den Sequenzen von 
hBD1, hBD2 und hBD3. a) Genomische Organisation des Defb14-Gens auf dem Chromosom 8 an der Position 
19.194.357-19.195.212. b) Nukleotidsequenz des ORF von mBD14. Die 5’ UTR und 3’ UTR sind in schwarz 
dargestellt. Die mittels Sequenzanalysen strukturell vorhergesagte Signalsequenz ist in grün gezeigt und die 
Sequenz, die für das reife mBD14 Polypeptid kodiert ist in blau dargestellt. c) Die anhand der Nukleotidsequenz 
abgeleitete Aminosäuresequenz (Einbuchstabencode). d) Mittels ClustalW durchgeführtes Alignment der 
vorhergesagten Aminosäuresequenz von mBD14 mit den Sequenzen hBD1, hBD2 und hBD3. Der Vergleich der 
Aminosäuresequenz von hBD3 mit der von mBD14 zeigt eine Homologie beider Sequenzen von 68 %. 
Konservierte Cystein-Reste sind schwarz hinterlegt und konservierte Aminosäuren zwischen hBD3 und mBD14 
sind grau hinterlegt. Accession numbers: hBD1 NM_005218, hBD2 NM_004942, hBD3 NM_018661 und 
mBD14 NM_183026. 
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Der hieraus postulierte open reading frame (ORF) umfasst 204 bp und kodiert für ein 
Polypeptid mit 67 As, das nach posttranslationaler Modifikation in Form einer 
proteolytischen Abspaltung des anhand von Sequenzanalysen als Signalpeptid definierten    
N-terminalen Endes das reife β-Defensin darstellt (Abb. 2b und c). Das reife mBD14 hat 
folglich eine Länge von 45 As und ein berechnetes Molekulargewicht von ca. 5,2 kDa. 
Zudem wurde sowohl die postulierte cDNA-Sequenz als auch die Peptidsequenz des mBD14 
mit den Sequenzen von hBD1, hBD2 und hBD3 anhand von Alignments mit Hilfe des 
ClustalW Algorithmus miteinander verglichen. Dabei zeigte sich, dass die 
Aminosäuresequenz des mBD14 im Vergleich mit den humanen β-Defensinen 1-3 gegenüber 
hBD3 mit 68 % Homologie die größte Sequenzkonservierung aufweist (Abb. 2d), während 
sich im Vergleich der cDNA-Sequenzen sogar eine Homologie von 72 % ergibt (Abb. 3). Des 
Weiteren ist anhand der Alignments auch die speziesübergreifende Konservierung der 
Cystein-Reste und damit der intramolekularen Disulfidbrücken, die wiederum charakteristisch 
für die Familie der β-Defensine sind, zu erkennen (Abb. 2d). 
 
hBD3   ATGAGGATCCATTATCTTCTGTTTGCTTTGCTCTTCCTGTTTTTGGTGCCTGTTCCAGGT  
mBD14  ATGAGGCTTCATTATCTGCTATTTGTATTCCTCATCTTGTTCTTGGTGCCTGCTCCAGGG  
 
hBD3   CATGGAGGAATCATAAACACATTACAGAAATATTATTGCAGAGTCAGAGGCGGCCGGTGT  
mBD14  GACGCATTCCTACCAAAAACCCTCCGAAAATTTTTCTGCAGAATAAGAGGTGGCCGGTGT  
 
hBD3   GCTGTGCTCAGCTGCCTTCCAAAGGAGGAACAGATCGGCAAGTGCTCGACGCGTGGCCGA  
mBD14  GCTGTACTTAACTGCCTTGGAAAGGAAGAACAAATAGGTCGATGTTCTAATAGCGGTCGA  
 
hBD3   AAATGCTGCCGAAGAAAGAAATAA  
mBD14  AAATGCTGCCGAAAGAAGAAGTAG  
 
Abb. 3: Alignment der cDNA-Sequenzen von hBD3 mit mBD14. Die vorhergesagte cDNA-Sequenz von 
mBD14 wurde mit der Sequenz von hBD3 mit Hilfe des ClustalW Algorithmus verglichen. Der Vergleich ergab 
eine Homologie der beiden Sequenzen von 72 %. Konservierte Nukleotide zwischen hBD3 und mBD14 sind 
grau hinterlegt. Accession numbers: hBD3 NM_018661und mBD14 NM_183026. 
 
In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse aller Alignments der Aminosäuresequenzen der 
Maus β-Defensine 2, 3, 4, 5 und 14 mit den Sequenzen der humanen β-Defensine 1-4 in 
Prozent übereinstimmender Aminosäuren (Identität) dargestellt. 
 mBD2 mBD3 mBD4 mBD5 mBD14 
hBD1 24,3 32,8 31,4 31,4 26,7 
hBD2 28,1 43,7 45,3 40,0 38,2 
hBD3 25,6 39,7 30,8 38,2 68,6 
hBD4 15,8 22,6 20,0 22,6 23,3 
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3.2 Nachweis der Expression von mBD14 in vivo 
 
3.2.1 Nachweis der Expression von mBD14 in verschiedenen Organen 
 
Die Expression bisher beschriebener β-Defensine der Maus ist jeweils auf spezifische Organe 
oder Gewebe beschränkt. Zur Identifikation der Expressionsorte des mBD14 wurde Gesamt-
RNA aus den entsprechenden Organen von C57BL/6 Mäusen isoliert (siehe 2.2.2) und mittels 
Oligo(dT)15 und M-MLV Reverse Transcriptase in cDNA revers transkribiert (siehe 2.2.3). 
Mit 5 µl dieser cDNA konnte eine PCR-Reaktion (siehe 2.2.4) mit dem Primer-Paar    
mBD14 5’ und mBD14 3’ (siehe 2.1.3) durchgeführt werden. Die Primer wurden so gewählt, 
dass das mBD14 5’ Oligonukleotid im Bereich des Exon 1 und das mBD14 3’ Oligonukleotid 
im Bereich des Exon 2 liegt. Als interne Kontrolle wurde die Expression des Haushaltsgens 
β-Aktin mit den Primern β-Aktin 5’ und β-Aktin 3’ (siehe 2.1.3) überprüft. Als 
Positivkontrolle, d. h. um den Erfolg der PCR-Reaktion mit diesen Oligonukleotiden zu 
dokumentieren, wurde auch der ORF des reifen mBD14-Gens (Defb14) im pGEM-Vektor 
(100 ng) als Template eingesetzt. Als DNA-Längenstandard dienten 5 µl des 100 bp Ladder. 
Das Produkt der PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden für mBD14 hat eine Größe von  
120 bp. 
In allen untersuchten Geweben wie z. B. Lunge, Trachaea, Oesophagus und Zunge konnte die 




Abb. 4: Expression von mBD14 in verschiedenen Organen der Maus. Aus den verschiedenen Organen von 
C57BL/6 Mäusen isolierte Gesamt-RNA wurde revers transkribiert und die erhaltene cDNA (5 µl) in einer PCR-
Reaktion mit den Primern mBD14 5’, mBD14 3’, β-Aktin 5’ und β-Aktin 3’ eingesetzt. DNA-Längenstandard: 
100 bp Ladder (5 µl); Positivkontrolle: mBD14 in pGEM (100 ng). 
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3.2.2 Nachweis der Expression von mBD14 in BMDCs 
 
Aus Knochenmark von C57BL/6 Mäusen isolierte Zellen wurden in vitro über 8 Tage unter 
Verwendung von GM-CSF zu dendritischen Zellen differenziert und z. T. mit 100 ng/ml LPS 
von Salmonella enterica Serotyp abortus equi über 24 h stimuliert (siehe 2.3.5). Daraufhin 
konnten die unstimulierten und stimulierten BMDCs anhand einer Positivselektion auf den 
Zelloberflächenmarker CD11c mit dem entsprechenden Antikörper sowie anhand einer 
Selektion mit den Antikörpern gegen CD86 und MHCII (siehe 2.1.6), um unreife von reifen 
BMDC zu unterscheiden, im Zellsorter isoliert werden (siehe 2.3.12). Aus den auf diese 
Weise gewonnenen Zellen wurde wiederum Gesamt-RNA isoliert (siehe 2.2.2) und mittels 
Oligo(dT)15 und M-MLV Reverse Transcriptase in cDNA revers transkribiert (siehe 2.2.3). 
Mit 5 µl dieser cDNA konnte eine PCR-Reaktion (siehe 2.2.4) mit dem Primer-Paar     
mBD14 5’ und mBD14 3’ (siehe 2.1.3) durchgeführt werden. Als interne Kontrolle wurde die 
Expression des Haushaltsgens β-Aktin mit den Primern β-Aktin 5’ und β-Aktin 3’ (siehe 
2.1.3) überprüft.  
Sowohl mit LPS behandelte BMDCs als auch BMDCs, die nicht stimuliert wurden, wiesen 
eine Expression von mBD14 auf, und es ist zu erkennen, dass in stimulierten BMDCs mehr 
mBD14 exprimiert wurde als in unstimulierten Zellen. Des Weiteren ist mBD14 sowohl in 
unreifen (CD11c+ MHCIIlow CD86low) als auch in reifen (CD11c+ MHCIIhigh CD86high) 
BMDCs zu finden. Hier zeigte sich wiederum, dass reife BMDCs mehr mBD14 produzierten 
als unreife Zellen (Abb. 5). 
 
 
Abb. 5: Expression von mBD14 in BMDCs. Aus 
Knochenmark von C57BL/6 Mäusen isolierte Zellen 
differenzierten in vitro mit GM-CSF zu BMDCs und 
wurden an Tag 8 der Kultur mit 100 ng/ml LPS 
stimuliert (+ LPS) oder blieben unstimuliert (- LPS). 
Im Zellsorter wurden CD11c+ CD86high MHCIIhigh 
Zellen (reif) und CD11c+ CD86low MHCIIlow Zellen 
(unreif) angereichert, deren Gesamt-RNA isoliert 
und in cDNA revers transkribiert. Die anschließende 
PCR-Reaktion erfolgte mit je 5 µl cDNA und den 
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3.3 Regulation der Expression von mBD14 
 
Im Anschluss an die Identifikation mBD14 exprimierender Organe und Gewebe sollten erste 
Erkenntnisse bezüglich Art und Weise der Regulation der Expression des mBD14-Gens 
gewonnen werden. Dazu wurden sowohl BMDCs als auch die Maus Lungenepithelzelllinie 
LA-4, die ebenfalls mBD14 exprimiert, verwendet. Im Folgenden wurde speziell die 
Expression von mBD14 nach Stimulierung verschiedener Toll-like-Rezeptoren (TLRs) 
untersucht. 
 
3.3.1 Verstärkte Expression von mBD14 nach Stimulierung von BMDCs 
 
Die Generierung von BMDCs aus Knochenmark von C57BL/6 wt Mäusen wurde, wie unter 
2.3.5 beschrieben, durchgeführt. Diese dendritischen Zellen wurden an Tag 8 mit 100 ng/ml 
LPS von Salmonella enterica Serotyp abortus equi, 10 µg/ml Poly (I:C) und 1 µM CpG ODN 
1668 über 24 h stimuliert. Daraufhin konnten die BMDCs geerntet, deren Gesamt-RNA 
isoliert (siehe 2.2.2) und mittels Oligo(dT)15 und M-MLV Reverse Transcriptase in cDNA 
revers transkribiert werden (siehe 2.2.3). Mit 5 µl dieser cDNA wurde eine quantitative RT-
PCR-Reaktion (siehe 2.2.5) mit den Primer-Paaren mBD14 5’ und mBD14 3’ sowie 18S 
rRNA 5’ und 18S rRNA 3’ (siehe 2.1.3) durchgeführt. Die 18S rRNA diente hierbei als 
interner Standard. Es wurden drei voneinander unabhängige Versuche jeweils in Triplikaten 
durchgeführt. Dargestellt wurden die Mittelwerte ± Standardabweichung (SD). 
Nach Stimulierung der dendritischen Zellen mit LPS als Ligand des TLR4, Poly (I:C) als 
Ligand des TLR3 und CpG ODN 1668 als Ligand des TLR9 konnte eine leichte Erhöhung 
der Expression von mBD14 auf transkriptioneller Ebene beobachtet werden. Die stärkste 
Stimulierung mit einer sechsfach höheren Expression von mBD14 zeigte Poly (I:C) (6,36 ± 
0,15), welches das synthetische Analogon zu viraler dsRNA darstellt. Aber auch LPS (3,53 ± 
0,13) und CpG (3,39 ± 0,08) führten zu einer erhöhten Expression von mBD14 in BMDCs 
(Abb. 6). 
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Abb. 6: Relative Expression von mBD14 in BMDCs nach Stimulierung mit verschiedenen TLR-Liganden. 
In vitro aus Knochenmarkszellen generierte BMDCs wurden an Tag 8 der Kultur mit 100 ng/ml LPS, 10 µg/ml 
Poly (I:C) oder 1 µM CpG ODN 1668 über 24 h stimuliert. Die aus diesen Zellen isolierte Gesamt-RNA wurde 
revers transkribiert und je 5 µl der cDNA in eine quantitative RT-PCR-Reaktion mit den Primer-Paaren   
mBD14 5’ und mBD14 3’ sowie 18S rRNA 5’ und 18S rRNA 3’ durchgeführt. Aufgetragen sind die Mittelwerte 
der Triplikate ± SD (repräsentativ für drei voneinander unabhängige Experimente). 
 
 
3.3.2 NOD2/CARD15-Signaling induzierte Expression von mBD14 
 
Zur Untersuchung eines möglichen Zusammenhangs zwischen der Aktivierung des 
NOD2/CARD15-Signalings und der Induktion der Expression von mBD14 wurde die       
1700 bp lange regulatorische Promotor-Region stromaufwärts des Gens Defb14 in den 
pGL4.11 Firefly Luciferase Reporter Vektor (siehe 2.1.4) kloniert. Zuvor wurde die gesuchte 
Promotor-Region mit Hilfe des Ensembl Genome Browsers identifiziert (Abb. 7).  
 
 
Abb. 7: Klonierte regulatorische Promotor-Region des Defb14. Die Promotor-Region wurde mit Hilfe des 
Ensembl Genome Browsers identifiziert. Darstellung nicht maßstabgetreu. 
 
Das in einer PCR-Reaktion mit genomischer DNA aus C57BL/6 Mäusen als Template und 
mit dem Primer-Paar mBD14pr pGL4 5’ SacI und mBD14pr pGL4 3’ XhoI (siehe 2.1.3) 
amplifizierte Promotor-Fragment wurde in den pGEM®-T Easy Vektor zwischenkloniert, 
sequenziert und konnte anschließend mit den entsprechenden DNA-Restriktionsenzymen 
herausgeschnitten und daraufhin in den pGL4.11 Firefly Luciferase Reporter Vektor ligiert 
werden. Der Kontrollverdau mit den Restriktionsenzymen SacI und XhoI zeigt zwei DNA-
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Banden in den jeweils für das pGL4.11 Plasmid und den mBD14-Promotor erwarteten 
Größen von ca. 4 kb für das Plasmid und ca. 1,7 kb für das Insert (Abb. 8). 
 
 
Abb. 8: Kontrollverdau des mBD14-Promotor-Fragments im pGL4.11 Plasmid. Der Kontrollverdau wurde 
mit den Restriktionsenzymen SacI und XhoI durchgeführt. DNA-Längenstandard: 1 kb Ladder. 
 
Dieses mBD14-Promotor Firefly Luciferase Plasmid (mBD14-Luc) wurde in die 
Lungenepithelzelllinie LA-4 aus der Maus zusammen mit dem NOD2/CARD15 pcDNA3.1 
Expressionsplasmid (NOD2), dem phRL-TK Renilla Luciferase Vektor als 
Transfektionskontrolle und Muramyldipeptid (MDP), das einen Bestandteil der bakteriellen 
Zellwand und somit einen Liganden des intrazellulären Pattern-recognition-Rezeptors 
NOD2/CARD15 darstellt, transfiziert. Das MDP kann nur mit Hilfe des Transfektionsmittels 
die Zellmembran effektiv passieren. Nach 48 h Inkubation wurde ein Luciferase Reportergen 
Assay durchgeführt (siehe 2.2.21). Als Kontrollen dienten zum einen untransfizierte und 
unstimulierte LA-4 Zellen, zum anderen Zellen, die nur mit dem mBD14-Luc Konstrukt 
transfiziert wurden. Des Weiteren wurden die LA-4 Zellen mit dem mBD14-Luc Konstrukt 
und NOD2/CARD15 oder MDP transfiziert, um die basale Aktivierung des Promotors zu 
überprüfen. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SD aus drei voneinander unabhängig 
durchgeführten Versuchen. 
Das Modell sieht vor, dass das in die Zellen eingebrachte MDP den intrazellulären 
NOD2/CARD15-Rezeptor aktiviert. Die ausgelöste Signalkaskade aktiviert wiederum das 
mBD14-Promotor-Fragment und dies führt zur Expression der Firefly-Luciferase (Abb. 9).  
 




Abb. 9: Modell zur NOD2/CARD15-Signaling induzierten Aktivierung des mBD14-Pomotors. MDP wird 
in die LA-4 Zellen eingebracht und aktiviert dort NOD2/CARD15. Der Signalkaskade folgt die mBD14-
Pomotor regulierte Expression der Luciferase. 
 
Nach Stimulierung der LA-4 Zellen mit 1 µg/ml MDP konnte in Zusammenhang mit 
NOD2/CARD15 eine erhöhte Luciferase-Aktivität gemessen werden (2,89 ± 0,31, p=0,042), 
während die Kontrollen nur eine sehr geringe basale Luciferase-Aktivität zeigten (0,97-1,41 ± 
0,02-0,17) (Abb. 10). 
 
Abb. 10: Durch NOD2/CARD15-Signaling erhöhte Expression der durch den mBD14-Promotor 
regulierten Luciferase. Die Lungenepithelzelllinie LA-4 aus der Maus wurde untransfiziert und unstimuliert 
(LA-4) oder transfiziert mit 50 ng/ml mBD14-Promotor Firefly-Luciferase Konstrukt (mBD14-Luc), 50 ng/ml 
NOD2/CARD15 pcDNA3.1 Expressionsplasmid (NOD2), 10 ng/ml phRL-TK Renilla Luciferase Vektor als 
Transfektionskontrolle und dem Stimulans MDP (1 µg/ml) auf Luciferase-Aktivität hin untersucht. Die 
dargestellten Daten wurden in 3 voneinander unabhängig durchgeführten Versuchen erhalten. Aufgetragen 
wurden die Mittelwerte der Versuche ± SD. 
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Des Weiteren wurde überprüft, ob dieses Modell auch auf Primärzellen übertragbar ist. Dazu 
wurden wieder BMDCs aus Knochenmark von C57BL/6 Mäusen, wie unter 2.3.5 
beschrieben, generiert und mit verschiedenen Konzentrationen von MDP über 24 h stimuliert. 
Daraufhin konnten die BMDCs geerntet, deren Gesamt-RNA isoliert (siehe 2.2.2) und mittels 
Oligo(dT)15 und M-MLV Reverse Transcriptase in cDNA revers transkribiert werden (siehe 
2.2.3). Mit 5 µl dieser cDNA wurde eine quantitative RT-PCR-Reaktion (siehe 2.2.5) mit den 
Primer-Paaren mBD14 5’ und mBD14 3’ sowie 18S rRNA 5’ und 18S rRNA 3’ (siehe 2.1.3) 
durchgeführt. Die 18S rRNA diente hierbei als interner Standard. Die Versuche wurden in 
Triplikaten aus unterschiedlichen Proben durchgeführt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
Standardabweichung (SD). 
Die Stimulierung von BMDCs mit MDP zeigte erst mit einer hohen Konzentration von          
50 µg/ml eine erhöhte mBD14-Expression (3,49 ± 0,23) (Abb. 11). 
 
  
Abb. 11: Relative Expression von mBD14 in BMDCs nach Stimulierung mit MDP. In vitro aus 
Knochenmarkszellen generierte BMDCs wurden an Tag 8 der Kultur mit 1, 5, 10, 20 oder 50 µg/ml MDP über 
24 h stimuliert. Die aus diesen Zellen isolierte Gesamt-RNA wurde revers transkribiert und je 5 µl der cDNA in 
eine quantitative RT-PCR-Reaktion mit den Primer-Paaren mBD14 5’ und mBD14 3’ sowie 18S rRNA 5’ und 
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3.4 Klonierung und Expression rekombinanter β-Defensine  
 
Weitere funktionelle Untersuchungen wurden mit rekombinant exprimiertem mBD14 und 
mBD4 sowie deren humane Orthologe hBD3 und hBD2 durchgeführt. β-Defensine sind mit 
einem Molekulargewicht von 4-6 kDa kleine Polypeptide. Daher wurden sie mit einem 
humanen IgG1 Fc-Teil fusioniert, der die Halbwertszeit der Polypeptide erhöht und eine gute 
Aufreinigung der Fusionsproteine ermöglicht. 
 
3.4.1 Hergestellte Expressionsvektoren 
 
Anhand von Gesamt-RNA, die aus dem Lungengewebe (mBD14) und der Trachea (mBD4) 
einer Maus isoliert und in cDNA transkribiert wurde, konnte als nächstes eine Standard-PCR-
Reaktion mit entsprechenden Primern für mBD14 und mBD4, welche die Sequenzen der 
Restriktionsenzyme HindIII und BamHI enthielten, durchgeführt werden (siehe 2.2.2-2.2.4 
und 2.1.3). Die cDNA von mCCL20 war im Labor bereits vorhanden, die sequenzoptimierte 
cDNA von hBD2 und hBD3 wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Joost Oppenheim 
(Laboratory of Molecular Immunregulation, Division of Basic Science, NCI, National 
Institutes of Health, Frederick, MA, USA) zur Verfügung gestellt und ebenfalls in einer 
Standard-PCR-Reaktion mit entsprechenden Primern eingesetzt. Im Fall von mCCL20 wurde 
anstelle der HindIII Schnittstelle eine NheI Schnittstelle verwendet. Die Amplifikate wurden 
nach einer Zwischenklonierung in den pGEM®-T Easy Vektor in den Signal pIgplus (SIg+) 
Expressionsvektor ligiert (Abb. 12). 
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Abb. 12: Klonierungsstrategie mit dem Signal pIgplus Vektor. Vor der multiple cloning site (MCS) liegt die 
CD33 Signal Sequenz, die eine Sekretion des Proteins ermöglicht. Über die Restriktionsenzymschnittstellen 
HindIII oder NheI und BamHI wurde die jeweilige β-Defensin- oder mCCL20-Sequenz in den SIg+-Vektor 
ligiert. Das in die MCS klonierte Gen wurde folglich als Fusionsprotein mit dem humanen IgG1 Fc-Teil 
exprimiert. 
 
Der Testverdau der SIg+-Konstrukte mit HindIII und BamHI oder mit NheI und BamHI 
zeigte Banden in der erwarteten Größe von ca. 120 bp für mBD14, mBD4, hBD3 und hBD2 
sowie von ca. 300 bp für mCCL20 (Abb. 13). Sequenzanalysen der hergestellten Konstrukte 
bestätigten die Fusion der ORFs von mBD14, mBD4, hBD3, hBD2 und mCCL20 mit dem 




Abb. 13: Kontrollverdau der β-Defensine und des mCCL20 im Signal pIgplus Vektor. Die klonierten        
β-Defensin Konstrukte wurden mit HindIII und BamHI, das mCCL20 Konstrukt wurde mit NheI und BamHI 
verdaut. DNA-Längenstandard: Molecular Weight Marker XIV. 
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Mit diesen Defensin-SIg+- oder mCCL20-SIg+-Konstrukten als Template konnte eine 
Standard-PCR zur Amplifikation der jeweiligen Sequenz mit den Primern mBD14 pMT 5’ 
BglII, mBD4 pMT 5’ BglII, hBD2 pMT 5’ BglII, hBD3 pMT 5’ BglII oder mCCL20 pMT 5’ 
BglII und human-Ig pMT 3’ NotI durchgeführt werden (siehe 2.1.3 und 2.2.4). Anhand der 
entsprechenden Restriktionsenzymschnittstellen wurden die Amplifikate nach einer 
Zwischenklonierung in den pGEM®-T Easy Vektor in den pMT/BiP/V5-His A Drosophila 
Expressionsvektor integriert. Mittels der Enzymschnittstellen AccI und SapI wurde auch die 
Hygromycin-Resistenzkassette aus dem pCoHygro Vektor geschnitten und in den 
pMT/BiP/V5-His A ligiert (Abb. 14). Auf diese Weise konnte eine höhere 




Abb. 14: Klonierungsstrategie zur Herstellung eines pMT/BiP/V5-His A Vektors mit Hygromycin-
Resistenz. Die Expression des Defensin:Ig-Fusionsproteins, das über die Restriktionsenzymschnittstellen BglII 
und NotI in die MCS des pMT/BiP/V5-His A Vektors kloniert wurde, findet unter der Kontrolle des durch 
Kupfer induzierbaren Drosophila Metallothionein Promotors statt. Die BiP-Signalsequenz ist für die 
Sezernierung des Proteins in das Kulturmedium verantwortlich. Für eine bessere Selektion wurde die 
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Der Kontrollverdau der Defensin-Fusionskonstrukte im pMT/BiP/V5-His A-Hygro mit den 
Restriktionsenzymen BglII und NotI zeigte die erwarteten Banden bei ca. 840 bp für die 
Defensin:Ig-Fragmente und bei ca. 1,0 kb für mCCL20:Ig (Abb. 15). Die Sequenzierungen 
belegten, dass die Konstrukte richtig und ohne frame shift- oder Punktmutationen etc. im 
Vektor integriert sind. 
 
 
Abb. 15: Kontrollverdau der    
β-Defensin:Ig-Konstrukte und 
des mCCL20:Ig in pMT/BiP/V5-  
His A-Hygro. Die klonierten       
β-Defensin und mCCL20 
Konstrukte wurden mit BglII und 
NotI verdaut. DNA-Längen-




3.4.2 Expression der hIgG1-Fusionsproteine in HEK-293 und BFS-1 Zellen 
 
Die hergestellten SIg+-Expressionsvektoren mit den Sequenzen von mBD14, mBD4, hBD2, 
hBD3 und mCCL20 sowie der SIg+-Leervektor als Ig-Kontrolle (hIg) oder das p55:Ig-
Konstrukt wurden in HEK-293 und BFS-1 Zellen transfiziert (siehe 2.3.3). Der p55-SIg+-
Expressionsvektor war im Labor bereits vorhanden. Nach einer ca. 3 Wochen andauernden 
Selektion der transfizierten Zellen mit Neomycin (G418) in einer Konzentration von         
200-1000 µg/ml konnte der Zellkulturüberstand gewonnen und auf die Expression der 
Fusionsproteine hin überprüft werden. Nach der Immunpräzipitation der hIgG1-
Fusionsproteine mit Protein G Sepharose wurde eine SDS-PAGE und ein Western-Blot mit 
dem anti human IgG (H+L) HRP Antikörper durchgeführt (siehe 2.2.17-2.2.20 und 2.1.6).  
Anhand der Western-Blots konnte nachgewiesen werden, dass die transfizierten HEK-293 
Zellen hIgG1-Fusionsproteine mit dem erwarteten Molekulargewicht von ca. 40 kDa 
exprimieren (Abb. 16a). Das Expressionsprodukt des SIg+-Leervektors hIgG1 zeigt eine 
Bande bei ca. 34 kDa. Auch für die transfizierten BFS-1 Zellen konnte eine Expression der 
Fusionsproteine gezeigt werden (Abb. 16b). Die Höhe der Bande des p55:Ig-Fusionsproteins 
entspricht einem Molekulargewicht von ca. 65 kDa. 
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Abb. 16: Western-Blot zum Nachweis der Defensin:Ig-, mCCL20:Ig-, hIgG1- oder p55:Ig-Expression in      
HEK-293 und BFS-1 Zellen. a) Expression von mBD14:Ig, mBD4:Ig, hBD2:Ig, hBD3:Ig, mCCL20:Ig und 
hIgG1 in HEK-293 Zellen. b) Expression von mBD14:Ig, mBD4:Ig, hBD2:Ig, hBD3:Ig und p55:Ig in BFS-1 
Zellen. Der Zellkulturüberstand stabil exprimierender Zellen wurde nach Sterilfiltration einer 
Immunpräzipitation mit Protein G Sepharose unterzogen. Daraufhin wurde eine SDS-PAGE und ein Western-
Blot mit dem anti human IgG (H+L) HRP Antikörper durchgeführt. SDS-PAGE Protein Standard: Precision Plus 
Protein All Blue. 
 
 
3.4.3 Expression der hIgG1-Fusionsproteine in Drosophila Schneider 2 (S2) Zellen 
 
Die pMT/BiP/V5-His A-Hygro Expressionsvektoren mit den cDNA-Sequenzen von 
mBD14:Ig, mBD4:Ig, hBD2:Ig, hBD3:Ig und mCCL20:Ig, wurden in Drosophila S2 Zellen 
transfiziert (siehe 2.3.3). Nach einer ca. 4 Wochen andauernden Selektion mit Hygromycin in 
einer Konzentration von 100-300 µg/ml konnte die Expression der Fusionsproteine durch 
Zugabe von Kupfersulfat (CuSO4) mit einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml induziert 
werden. Der anschließend gesammelte und sterilfiltrierte Zellkulturüberstand wurde nach 
einer Immunpräzipitation mit Protein G Sepharose mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit 
dem anti human IgG (H+L) HRP Antikörper auf die Expression der Fusionsproteine hin 
überprüft (siehe 2.2.17-2.2.20 und 2.1.6). 
Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass die jeweiligen Drosophila S2 Zelllinien ein 
hIgG1-Fusionsprotein mit dem erwarteten Molekulargewicht von ca. 40 kDa exprimieren 
(Abb. 17). 
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Abb. 17: Western-Blot zum Nachweis der Defensin:Ig- oder mCCL20:Ig-Expression in Drosophila S2 
Zellen. Expression von mBD14:Ig, mBD4:Ig, hBD2:Ig, hBD3:Ig und mCCL20:Ig in Drosophila S2 Zellen. Der 
Zellkulturüberstand stabil exprimierender Zellen wurde nach Sterilfiltration einer Immunpräzipitation mit 
Protein G Sepharose unterzogen. Daraufhin wurde eine SDS-PAGE und ein Western-Blot mit dem anti human 
IgG (H+L) HRP Antikörper durchgeführt. SDS-PAGE Protein Standard: Precision Plus Protein All Blue. 
 
 
3.4.4 Aufreinigung rekombinant exprimierter hIgG1-Fusionsproteine 
 
Im Rahmen der Aufreinigung der Fusionsproteine wurden 0,5-2 l Zellkulturüberstand 
gesammelt, sterilfiltriert und über eine äquilibrierte Protein G Sepharose gepumpt. Nach dem 
Waschen mit PBS-Puffer und der Elution mit Elutionspuffer (0,1 M Glycin, pH 2,5) wurde 
das Eluat mit Neutralisationspuffer (1 M Tris-HCl, pH 9,0) neutralisiert und anschließend 
gegen PBS-Puffer dialysiert. Zur Analyse mittels SDS-PAGE und Western-Blot wurde von 
der Säulendurchlauffraktion (DF), bei Beginn (WF 1) und Ende (WF 2) des Waschens und 
von jeder Elutionsfraktion (EF n) ein Aliquot von 30 µl entnommen (siehe 2.2.16). 
Schließlich wurde der Proteingehalt der Elutionsfraktionen photometrisch bestimmt (siehe 
2.2.18). 
Der Western-Blot zeigt die einzelnen Schritte der Proteinaufreinigung über die Protein G 
Sepharosesäule. In der Durchlauffraktion war nach dem Lauf über die Säule meist kein 
Fusionsprotein mehr vorhanden, sondern war offensichtlich vollständig an die Protein G 
Sepharosesäule gebunden. Sowohl zu Beginn als auch zum Ende des Waschens hat sich das 
Protein nicht von der Säule gelöst. Erst ab der zweiten Elutionsfraktion war das jeweilige 
hIgG1-Fusionsprotein nachweisbar. Je nach Expressionseffizienz war in der Elutionsfraktion 
6 weniger bis kein Fusionsprotein mehr zu finden. Der in Abb. 18 oben dargestellte Western-
Blot der Aufreinigung von mBD14:Ig aus Drosophila S2 Zellkulturüberstand ist repräsentativ 
für die Aufreinigungen der in HEK-293 und Drosophila S2 Zellen exprimierten hIgG1-
Fusionsproteine. Das mit Coomassie Brilliant Blue R250 gefärbte SDS-PAGE Gel 
dokumentiert die erzielte Reinheit (Abb. 18 unten). 
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Abb. 18: Western-Blot zum Nachweis der Aufreinigung der hIgG1-Fusionsproteine am Beispiel des 
mBD14:Ig aus Drosophila S2 Zellkulturüberstand. Oben: Western-Blot; unten: Coomassie Brilliant Blue 
R250 gefärbtes SDS-PAGE Gel. Über eine Protein G Sepharosesäule aufgereinigte hIgG1-Fusionsproteine 
wurden nach dem Waschen mit 50 ml PBS-Puffer mit 1 ml Elutionspuffer pro Fraktion eluiert und anschließend 
mit 1M Tris-HCl pH=9 neutralisiert. Es wurden von jeder Fraktion 30 µl Aliquots auf ein SDS-PAGE Gel 
aufgetraten. Der Western-Blot wurde mit dem anti human IgG (H+L) HRP Antikörper durchgeführt. DF 
Säulendurchlauffraktion, WF Waschfraktion, EF Elutionsfraktion. SDS-PAGE Protein Standard: Precision Plus 
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3.5 Antibakterielle Aktivität der β-Defensin:Ig-Fusionsproteine 
 
Zum Nachweis, dass die rekombinant exprimierten β-Defensin:Ig-Fusionsproteine die für die 
Familie der β-Defensine charakteristische antibakterielle Wirkung besitzen, wurden 
antibakterielle Assays mit verschiedenen Gram-positiven und Gram-negativen 
Bakterienstämmen durchgeführt. 
In den Tests wurde jeweils ein Stamm von E. coli (ATCC 25922), B. subtilis (ATCC 6633), 
P. aeruginosa (ATCC 27853) und S. aureus (ATCC 25923) eingesetzt (siehe 2.1.10). Aus 
den ü. N. herangezogenen Kulturen wurde ein Aliquot in frisches und antibiotikumfreies LB-
Medium angeimpft und bei 37° C geschüttelt. Hat die Kultur eine OD600 von 1,0 erreicht, 
konnte die Bakterienlösung mit ABA-Puffer auf eine Zellzahl von 1 x 103 Zellen in 100 µl 
eingestellt und mit 1, 2 oder 5 µg/ml β-Defensin:Ig-Fusionsprotein versetzt werden. Als 
Kontrolle wurde eine entsprechende Menge PBS-Puffer ohne β-Defensin:Ig-Fusionsprotein 
eingesetzt. Zusätzlich wurde als weitere Kontrolle das hIgG1 ohne β-Defensin verwendet, um 
auszuschließen, dass der Fc-Teil das Überleben der Bakterien beeinflusst. Nach 3 h 
Inkubation bei 37° C wurde eine 1:10 Verdünnung des jeweiligen Ansatzes auf LB-Platten 
ausgestrichen und ü. N. bei 37° C inkubiert. Schließlich wurden die jeweils gewachsenen 
Kolonien gezählt (siehe 2.2.9). Die Versuche wurden stets in Triplikaten durchgeführt und die 
daraus erhaltenen Mittelwerte ± SD grafisch dargestellt. 
Gegen E. coli (Gram-negativ) zeigte das Fusionsprotein mBD14:Ig eine deutliche 
antibakterielle Wirkung. Schon ab einer Konzentration von 2 µg/ml waren keine Kolonien 
mehr auf den LB-Agarplatten gewachsen, d. h. die Bakterien wurden vollständig abgetötet 
(Abb. 19a+b). Gegen S. aureus (Gram-positiv) hingegen zeigte sich keine antibakterielle 
Aktivität des eingesetzten mBD14:Ig (Abb. 19c). Der Gram-negative Keim P. aeruginosa 
reagiert wiederum empfindlich auf mBD14:Ig, lässt sich aber auch mit einer Konzentration 
von 5 µg/ml mBD14:Ig nicht vollständig am Wachstum hindern (Abb. 19d). B. subtilis 
(Gram-positiv) zeigte nach der Behandlung mit mBD14:Ig in einer Konzentration von            
5 µg/ml keine Kolonien mehr auf den LB-Agarplatten d. h. alle Bakterien wurden abgetötet 
(Abb. 19e). 
 




Abb. 19: Antibakterielle Aktivität des mBD14:Ig. a) E. coli ATCC 25922 auf LB-Agarplatten, b) E. coli 
ATCC 25922, c) S. aureus ATCC 25923, d) P. aeruginosa ATCC 27853, e) B. subtilis ATCC 6633. Aus einer 
Vorkultur wurden die Bakterien bis zu einer OD600 von 1,0 herangezogen und auf 1 x 103 Zellen in einem 
Volumen von 100 µl eingestellt. Anschließend wurden die Bakterien mit 1, 2 oder 5 µg/ml mBD14:Ig oder mit 
PBS-Puffer (Puffer) über 3 h bei 37° C inkubiert. Daraufhin wurde jeweils eine 1:10 Verdünnung auf LB-
Agarplatten ausplattiert und ü. N. bei 37° C inkubiert. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt und die 
Mittelwerte ± SD aufgetragen. 
 
Das mBD4:Ig demonstrierte ebenfalls antibakterielle Wirksamkeit gegenüber E. coli, wie in 
Abb. 20a gezeigt. S. aureus hingegen zeigte wieder keine veränderte Überlebensrate nachdem 
mBD4:Ig zugegeben wurde (Abb. 20b). Die Überlebensrate von P. aeruginosa sinkt 
wiederum mit steigender mBD4:Ig Konzentration, aber auch mit 5 µg/ml mBD4:Ig 
überlebten noch einzelne Bakterien (Abb. 20c). B. subtilis wurde wiederum mit der höchsten 
eingesetzten mBD4:Ig Konzentration vollständig abgetötet, sodass keine einzige Kolonie 
mehr gewachsen war (Abb. 20d). 
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Abb. 20: Antibakterielle Aktivität des mBD4:Ig. a) E. coli ATCC 25922, b) S. aureus ATCC 25923,             
c) P. aeruginosa ATCC 27853, d) B. subtilis ATCC 6633. Aus einer Vorkultur wurden die Bakterien bis zu 
einer OD600 von 1,0 herangezogen und auf 1 x 103 Zellen in einem Volumen von 100 µl eingestellt. 
Anschließend wurden die Bakterien mit 1, 2 oder 5 µg/ml mBD4:Ig oder mit PBS-Puffer (Puffer) über 3 h bei 
37° C inkubiert. Daraufhin wurde jeweils eine 1:10 Verdünnung auf LB-Agarplatten ausplattiert und ü. N. bei 
37° C inkubiert. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt und die Mittelwerte ± SD aufgetragen. 
 
Die Versuche zur antibakteriellen Aktivität des hBD3:Ig zeigten, dass E. coli erst mit einer 
Konzentration von 5 µg/ml hBD3:Ig vollständig abgetötet wurde (Abb. 21a). Die Versuche 
mit S. aureus zeigten auch hier wieder keine bakterizide Wirkung des verwendeten hBD3:Ig-
Fusionsproteins (Abb. 21b). 
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Abb. 21: Antibakterielle Aktivität des hBD3:Ig. a) E. coli ATCC 25922, b) S. aureus ATCC 25923. Aus einer 
Vorkultur wurden die Bakterien bis zu einer OD600 von 1,0 herangezogen und auf 1 x 103 Zellen in einem 
Volumen von 100 µl eingestellt. Anschließend wurden die Bakterien mit 1, 2 oder 5 µg/ml hBD3:Ig oder mit 
PBS-Puffer (Puffer) über 3 h bei 37° C inkubiert. Daraufhin wurde jeweils eine 1:10 Verdünnung auf LB-
Agarplatten ausplattiert und ü. N. bei 37° C inkubiert. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt und die 
Mittelwerte ± SD aufgetragen. 
 
Auch das hBD2:Ig-Fusionsprotein wurde bezüglich einer antibakteriellen Wirkung überprüft. 
Im Test mit E. coli waren schon ab einer hBD2:Ig Konzentration von 2 µg/ml keine Kolonien 
mehr auf den LB-Agarplatten gewachsen (Abb. 22a). Im Gegensatz dazu zeigt das hBD2:Ig 
gegen S. aureus auch in der höchsten eingesetzten Konzentration von 5 µg/ml kein 
vollständiges Abtöten der Bakterien. Allerdings nimmt mit steigender Konzentration die Zahl 
an Kolonien ab (Abb. 22b). 
 
 
Abb. 22: Antibakterielle Aktivität des hBD2:Ig. a) E. coli ATCC 25922, b) S. aureus ATCC 25923. Aus einer 
Vorkultur wurden die Bakterien bis zu einer OD600 von 1,0 herangezogen und auf 1 x 103 Zellen in einem 
Volumen von 100 µl eingestellt. Anschließend wurden die Bakterien mit 1, 2 oder 5 µg/ml hBD2:Ig oder mit 
PBS-Puffer (Puffer) über 3 h bei 37° C inkubiert. Daraufhin wurde jeweils eine 1:10 Verdünnung auf LB-
Agarplatten ausplattiert und ü. N. bei 37° C inkubiert. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt und die 
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Als Kontrolle wurden E. coli und S. aureus mit hIgG1, dem Expressionsprodukt des SIg+-
Leervektors auf die gleiche Art und Weise behandelt wie zuvor mit den β-Defensin:Ig 
Konstrukten. Die Ergebnisse demonstrieren, dass der Fc-Teil keinen Einfluss auf die 
Überlebensrate der Bakterien hat (Abb. 23). 
 
 
Abb. 23: Antibakterielle Versuche mit hIgG1. a) E. coli ATCC 25922, b) S. aureus ATCC 25923. Aus einer 
Vorkultur wurden die Bakterien bis zu einer OD600 von 1,0 herangezogen und auf 1 x 103 Zellen in einem 
Volumen von 100 µl eingestellt. Anschließend wurden die Bakterien mit 1, 2 oder 5 µg/ml hIgG1 oder mit PBS-
Puffer (Puffer) über 3 h bei 37° C inkubiert. Daraufhin wurde jeweils eine 1:10 Verdünnung auf LB-Agarplatten 
ausplattiert und ü. N. bei 37° C inkubiert. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt und die Mittelwerte 
± SD aufgetragen. 
 
 
In der folgenden Tabelle ist eine Übersicht über die antibakterielle Wirkung der β-Defensin-
Fusionsproteine gezeigt. Die Stärke der antibakteriellen Aktivität ist unterteilt in vollständiges 
Abtöten der Bakterien (+ + +), unvollständiges Abtöten, aber deutlich bakterizider Effekt      
(+ +), leicht bakterizider Effekt (+) und keine bakterizide Wirkung (-). Nicht getestete 
Kombinationen wurden mit (x) gekennzeichnet. 
 
 mBD14:Ig mBD4:Ig hBD3:Ig hBD2:Ig hIgG1 
E. coli 
ATCC 25922 + + + + + + + + + + + + - 
S. aureus 
ATCC 25923 - - - + - 
P. aeruginosa 
ATCC 27853 + + + + x x x 
B. subtilis 
ATCC 6633 + + + + + + x x x 
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3.6 Expression von mCCR6 in HEK-293 Zellen 
 
Für die β-Defensine hBD1, hBD2, mBD2 und mBD3 wurde bereits gezeigt, dass diese an den 
Chemokin-Rezeptor CCR6 binden (Yang et al., 1999; Biragyn et al., 2001). Zur 
Untersuchung der Interaktion von verschiedenen weiteren β-Defensinen mit CCR6 der Maus 
wurden HEK-293 Zellen, welche weder hCCR6 noch mCCR6 exprimieren, mit dem 
Expressionsplasmid pcDNA3.1, welches den vollständigen ORF von mCCR6 enthält, 
transfiziert (siehe2.3.3). Das mCCR6-pcDNA3.1-Expressionsplasmid war im Labor bereits 
vorhanden. Nach der Selektion der transfizierten Zellen mit 200-1000 µg/ml Neomycin über  
3 Wochen konnte die Expression des mCCR6 auf der Zelloberfläche der HEK-293 Zellen 
mittels Durchflusszytometrie überprüft werden (siehe 2.3.11). Dazu wurde als primärer 
Antikörper der anti mCCR6 aus der Ratte und als sekundärer Antikörper der anti Ratte IgG 
(H+L) Alexa 488 in einer Verdünnung von jeweils 1:200 eingesetzt (siehe 2.1.6). 
Die durchflusszytometrische Analyse zeigt anhand eines starken Fluoreszenzsignals 
(MFI=500), dass die HEK-293 Zellen auf ihrer Oberfläche mCCR6 exprimieren, während die 
Kontrollen mit den untransfizierten HEK-293 Zellen und die Isotyp-Kontrolle nur ein basales 
Fluoreszenzsignal (MFI=6) zeigen und damit eine unspezifische Bindung des primären oder 
sekundären Antikörpers an die transfizierten Zellen ausschließen (Abb. 24). 
 
 
Abb. 24: Nachweis der Expression von mCCR6 auf der Oberfläche von HEK-293 Zellen. Mit mCCR6-
pcDNA3.1 transfizierte HEK-293 Zellen wurden nach der Selektion über 3 Wochen mit 200-1000 µg/ml 
Neomycin mittels Durchflusszytometrie auf die Expression von mCCR6 hin überprüft. Antikörper: Ratte 
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3.7 Das mBD14:Ig-Fusionsprotein bindet an CCR6 
 
Bisher wurde für die Maus β-Defensine mBD2 und mBD3 gezeigt, dass diese mit dem CC-
Chemokin Rezeptor CCR6 interagieren (Biragyn et al., 2001). In den folgenden Versuchen 
sollte überprüft werden, ob auch mBD14 an diesen Rezeptor bindet. Daher wurden die zuvor 
mit einem Expressionsvektor für mCCR6 stabil transfizierten HEK-293 Zellen mit mBD14:Ig 
und mCCL20:Ig als Positivkontrolle jeweils in einer Konzentration von 1 µg/ml für 20 min 
bei RT inkubiert. Hierfür wurde FACS-Puffer mit 0,05% Natriumazid verwendet, um eine 
Internalisierung des Rezeptor-Ligand-Komplexes zu verhindern. Die Bindung des 
Fusionsproteins an mCCR6 auf HEK-293 Zellen wurde mit Hilfe des PE-konjugierten anti 
human IgG (H+L) Antikörpers (siehe 2.1.6) in durchflusszytometrischen Messungen 
untersucht. 
Unter den genannten Bedingungen zeigte das mBD14:Ig-Fusionsprotein mit einer MFI von 
122 (Kontrollen MFI=10) ähnlich wie das als Positivkontrolle eingesetzte mCCL20:Ig 
(mCCL20:Ig MFI=1901, Kontrollen MFI=10) Bindung an mCCR6 exprimierende HEK-293 
Zellen, die allerdings schwächer ausfällt, als die des mCCL20:Ig (Abb. 25a+b). 
 
 
Abb. 25: Durchflusszytometrischer Nachweis der Bindung von mBD14:Ig an mCCR6. a) mBD14:Ig oder 
b) mCCL20:Ig als Positivkontrolle auf mCCR6 exprimierenden HEK-293 Zellen. Die Zellen wurden in FACS-
Puffer mit 0,05% Natriumazid mit mBD14:Ig oder mCCL20:Ig jeweils in einer Konzentration von 1 µg/ml      
20 min bei RT inkubiert. Als sekundärer Antikörper wurde der anti hIgG (H+L) Ak eingesetzt. 
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3.8 β-Defensin:Ig-Fusionsproteine induzieren Chemotaxis 
 
Die Interaktion von β-Defensinen mit dem Chemokinrezeptor CCR6 wurde mit                     
β-Defensin:Ig-Fusionsproteinen, die aus HEK-293 Zellüberständen aufgereinigt wurden, 
überprüft. Dazu wurden mCCR6+ oder hCCR6+ HEK-293 Zellen sowie residente Monozyten 
von C57BL/6 Mäusen aus einer Peritoneal-Lavage oder humane periphere Blut-
mononukleare Zellen (PBMCs) verwendet. Die Zellen wurden in die obere Kammer, die 
potentiellen chemotaktischen Liganden wurden in die untere Kammer einer 48-Loch Mikro-
Chemotaxisplatte gegeben. Die Kammern waren durch eine Polycarbonat-Filtermembran 
getrennt. Nach 1,5 h Inkubation unter Verwendung von Monozyten oder 5 h Inkubation unter 
Verwendung von HEK-293 Zellen konnten die Filtermembranen entfernt und gefärbt werden. 
Unter dem Lichtmikroskop wurden die durch die Filtermembran gewanderten Zellen gezählt 
und die Mittelwerte ± SD als Zellzahl/HPF grafisch dargestellt (siehe 2.3.8). Die Chemotaxis-
versuche wurden in Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Prof. J. J. Oppenheim 
(Laboratory of Molecular Immunregulation, Division of Basic Science, NCI, National 
Institutes of Health, Frederick, MA, USA) durchgeführt. Residente periphere Monozyten der 
Maus aus Peritoneal-Lavage, humane PBMCs und hCCR6+ HEK-293 Zellen wurden von der 
Arbeitsgruppe von Prof. J. J. Oppenheim zur Verfügung gestellt. Die mCCR6+ HEK-293 
Zellen sowie die β-Defensin:Ig-Fusionsproteine und das hIgG1 als Kontrolle wurden, wie 
unter 2.3.3 und 2.2.16 beschrieben, hergestellt. 
Mit mBD14:Ig und hBD3:Ig als chemotaktische Liganden zeigen die mCCR6 exprimierenden 
HEK-293 Zellen den für Chemotaxis Experimente typischen glockenförmigen und 
dosisabhängigen Verlauf, d. h. sowohl mBD14:Ig als auch das orthologe hBD3:Ig können 
gegenüber HEK-293 Zellen, die mCCR6 exprimieren, Chemotaxis induzieren. Die stärkste 
Aktivität wurde unter Verwendung von mBD14:Ig bzw. hBD3:Ig mit einer Konzentration 
von 100 ng/ml (70 ± 7 bzw. 55 ± 2 Zellen/HPF) beobachtet. Als Kontrolle wurde das hIgG1 in 
den entsprechenden Konzentrationen eingesetzt, um einen chemotaktischen Effekt des        
Fc-Teils der Fusionsproteine auszuschließen (Abb. 26a). In allen Versuchen zeigte das hIgG1 
keinen Einfluss auf die Migration der untersuchten Zellen. Wie in Abb. 26b dargestellt, zeigte 
sich, dass das hBD3:Ig, nicht aber das mBD14:Ig, chemotaktisch auf Zellen wirkt, die den 
humanen CCR6-Rezeptor exprimieren. Die maximale Migrationsrate mit 74 ± 4 Zellen/HPF 
liegt hier bei einer Konzentration von 1000 ng/ml. Interessanterweise scheint das mBD14:Ig 
speziesspezifisch mit dem CCR6 Rezeptor der Maus wechselwirken zu können, während das 
hBD3:Ig sowohl spezifisch mit dem humanen CCR6 Rezeptor als auch kreuzspezifisch mit 
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dem CCR6-Rezeptor der Maus wechselwirkt. Zusätzlich wurden Monozyten der Maus oder 
des Menschen im Chemotaxis Assay eingesetzt. Obwohl die Monozyten beider Spezies 
CCR6 nicht exprimieren, sind sie in der Lage, chemotaktische Aktivität gegenüber beiden 
Fusionsproteinen zu zeigen. Die Peritonealzellen der Maus weisen mit mBD14:Ig 
(speziesspezifisch) bzw. hBD3:Ig (kreuzspezifisch) maximale Migration bei einer 
Konzentration von 1000 ng/ml auf (137 ± 3 bzw. 97 ± 5 Zellen/HPF), wobei hier mit 
mBD14:Ig mehr gewanderte Zellen nachgewiesen werden konnten (Abb. 26c). Die humanen 
PBMCs zeigen mit mBD14:Ig (kreuzspezifisch) oder hBD3:Ig (speziesspezifisch) maximale 
Migration bei einer Konzentration von 100 ng/ml (186 ± 18 bzw. 137 ± 20), wobei auch hier 
mBD14:Ig eine stärkere Migration induziert, während die PBMCs mit hBD3:Ig auch noch in 
höheren Konzentrationen vermehrt wandern (Abb. 26d). 
 
 
Abb. 26: Migration verschiedener Zellen gegen mBD14:Ig und hBD3:Ig. a) mCCR6+ HEK-293 Zellen,       
b) hCCR6+ HEK-293 Zellen, c) residente Peritonealzellen der Maus, d) humane PBMCs. Die Zellen wurden in 
die obere Kammer, mBD14:Ig und hBD3:Ig sowie hIgG1 als Kontrolle in die untere Kammer einer 48-Loch 
Mikro-Chemotaxisplatte gegeben. Die Kammern waren durch eine Polycarbonat-Filtermembran getrennt. Nach 
1,5-5 h Inkubation wurden die Filtermembranen entfernt und gefärbt. Unter dem Lichtmikroskop wurden die 
durch die Filtermembran gewanderten Zellen gezählt und die Mittelwerte der Triplikate ± SD als Zellzahl/HPF 
aufgetragen (repräsentativ für drei voneinander unabhängig durchgeführte Versuche). 
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Des Weiteren wurden die Fusionsproteine mBD4:Ig und hBD2:Ig in Chemotaxisversuchen 
untersucht. Diese demonstrierten ähnliche Eigenschaften wie mBD14:Ig und hBD3:Ig. Das 
als chemotaktisches Agens eingesetzte mBD4:Ig induzierte unter Verwendung von mCCR6+ 
HEK-293 Zellen bei einer Konzentration von 100 ng/ml maximale Migration (148 ± 23 
Zellen/HPF), das hBD2:Ig erst ab einer Konzentration von 1000 ng/ml (164 ± 7 Zellen/HPF) 
(Abb. 27a). Wurden hCCR6+ HEK-293 Zellen als Zielzellen verwendet, war im Gegensatz zu 
mBD4:Ig nur das hBD2:Ig (67 ± 17 Zellen/HPF) spezifisch in der Lage, Migration 
hervorzurufen mit einem Maximum bei 1000 ng/ml (Abb. 27b). Von residenten 
Peritonealzellen der Maus wanderten die meisten Zellen mit einer Konzentration von         
100 ng/ml mBD4:Ig oder hBD2:Ig (127 ± 4 bzw. 139 ± 8 Zellen/HPF) (Abb. 27c). Humane 
PBMCs wiederum migrierten besonders zahlreich mit 1000 ng/ml mBD4:Ig oder hBD2:Ig, 
sodass 371 ± 28 bzw. 372 ± 29 Zellen/HPF gezählt wurden (Abb. 27d). 
 
Abb. 27: Migration verschiedener Zellen gegen mBD4:Ig und hBD2:Ig. a) mCCR6+ HEK-293 Zellen,         
b) hCCR6+ HEK-293 Zellen, c) residente Peritonealzellen der Maus, d) humane PBMCs. Die Zellen wurden in 
die obere Kammer, mBD4:Ig und hBD2:Ig sowie hIgG1 als Kontrolle in die untere Kammer einer 48-Loch 
Mikro-Chemotaxisplatte gegeben. Die Kammern waren durch eine Polycarbonat-Filtermembran getrennt. Nach 
1,5-5 h Inkubation wurden die Filtermembranen entfernt und gefärbt. Unter dem Lichtmikroskop wurden die 
durch die Filtermembran gewanderten Zellen gezählt und die Mittelwerte der Triplikate ± SD als Zellzahl/HPF 
aufgetragen (repräsentativ für drei voneinander unabhängig durchgeführte Versuche). 
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Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die untersuchten Maus β-Defensin-
Fusionsproteine mBD14:Ig und mBD4:Ig ausschließlich auf Zellen chemotaktisch wirken, die 
den CCR6-Rezeptor der Maus exprimieren. Im Gegensatz dazu induzieren die humanen       
β-Defensin-Fusionsproteine hBD2:Ig und hBD3:Ig chemotaktische Aktivität sowohl 
gegenüber Zellen, die humanen CCR6-Rezeptor exprimieren, als auch gegenüber Zellen, die 
den CCR6-Rezeptor der Maus exprimieren. Des Weiteren zeigen Monozyten beider Spezies 
CCR6-unabhängige Chemotaxis gegenüber mBD14:Ig, mBD4:Ig, hBD2:Ig und hBD3:Ig. 
 
 
3.9 Interaktion von mBD14 mit B-Lymphozyten 
 
In Chemotaxisversuchen mit den β-Defensin:Ig-Fusionsproteinen konnte gezeigt werden, 
dass mBD14:Ig wie auch das orthologe hBD3:Ig über den Chemokinrezeptor CCR6+ Zellen 
zur Migration anregten. Daher sollte als nächstes überprüft werden, ob mBD14:Ig an B-Zellen 
bindet, die CCR6 exprimieren. Hierfür wurde zuerst die B-Zell-Lymphomzelllinie A20 
verwendet. Die Zellen wurden der Kulturflasche entnommen und einem Standard 
Durchflusszytometrie-Färbeprotokoll unterzogen (siehe 2.3.11). Zum Nachweis, dass A20 
Zellen CCR6 exprimieren, wurden diese zuerst mit dem anti CCR6 Antikörper oder zur 
Kontrolle mit dessen Isotyp-Antikörper IgG2a und anschließend mit dem Anti Ratte IgG 
(H+L) Alexa 488 markiert (siehe 2.1.6). Außerdem wurden die Zellen mit mBD14:Ig, 
mCCL20:Ig als Positivkontrolle oder hIgG1 als Negativkontrolle jeweils in einer 
Konzentration von 1 µg/ml und anschließend mit dem anti human IgG (H+L) PE als 
Sekundärantikörper markiert. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messungen sind 
als Histogramme dargestellt, die sich ausschließlich auf die Zellen in der zuvor gesetzten 
Lebend-Zell-Region beziehen (Abb. 28a).  
Im FSC/SSC-Diagramm ist die Population lebender A20 Zellen, umgeben von der erstellten 
Lebend-Zell-Region, um tote Zellen und Dubletten auszuschließen, dargestellt (Abb. 28a). Im 
Histogramm in Abb. 28b ist gezeigt, dass A20 Zellen CCR6 auf ihrer Oberfläche exprimieren 
(Isotyp MFI=2,79 und mCCR6 MFI=10,8). Die Markierung der Zellen mit mCCL20:Ig, dem 
bislang einzigen Liganden des CCR6, demonstrierte die erwartete Bindung an die A20 Zellen 
(hIgG1 MFI=4,26 und mCCL20:Ig MFI=69,4) (Abb. 28c). Wurden die Zellen mit mBD14:Ig 
markiert, zeigten die durchflusszytometrischen Analysen ebenfalls eine Bindung an A20 
Zellen mit MFI-Werten von 2,38 für hIgG1 und 13,2 für mBD14:Ig (Abb. 28d). 
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Abb. 28: Bindung von mBD14:Ig und mCCL20:Ig an A20 Zellen. a) Lebende A20 Zellpopulation in der 
Lebend-Zell-Region im FSC/SSC-Diagramm, b) Zellen markiert mit anti mCCR6 Antikörper oder Isotyp-
Antikörper IgG2a als Primärantikörper und anti Ratte IgG (H+L) Alexa 488 als Sekundärantikörper, c) und d) 
Zellen markiert mit mCCL20:Ig sowie hIgG1 (c) oder mBD14:Ig sowie hIgG1 (d) und anti human IgG (H+L) PE 
als Sekundärantikörper. Die aus der Kulturflasche entnommenen Zellen wurden dem Standard 
Durchflusszytometrie-Färbeprotokoll unterzogen. Die dargestellten Diagramme sind repräsentativ für drei 
voneinander unabhängige Versuche. 
 
Im Anschluss an die Versuche mit A20 Zellen wurden Primärzellen aus der Milz von 
C57BL/6 Mäusen getestet. Die isolierten Zellen (siehe 2.3.4) wurden in einer Standard 
Durchflusszytometrie-Färbung mit anti Maus B220 PerCP, anti Maus CD19 PE und anti 
Maus CCR6 oder den entsprechenden Isotypkontrollen markiert. 
Die im FSC/SSC-Diagramm dargestellten Milzzellpopulationen wurden mit einer Lebend-
Zell-Region umgeben (Abb. 29a). In der weiteren Betrachtung werden ausschließlich die in 
dieser Region enthaltenen Zellen berücksichtigt. Als nächstes wurde im Diagramm die 
Fluoreszenz des B220 Markers gegen die Fluoreszenz des CD19 Markers aufgetragen und die 
für beide Marker positive Population in eine neue Region eingefasst. Hierbei zeigte sich, dass 
52,8 % der lebenden Splenozyten die B-Zell Marker B220 und CD19 tragen (Abb. 29b). 
Diese Population wurde wiederum auf die Expression des CCR6 hin überprüft, und wie in 
Abb. 29c zu sehen ist, exprimierten diese Zellen auch CCR6 (Isotyp MFI=3,38 bzw. CCR6 
MFI=35,1). 
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Abb. 29: Nachweis der Expression von CCR6 auf B220+ CD19+ Zellen aus der Milz. a) Spleonzyten 
innerhalb der Lebend-Zell-Region im FSC/SSC-Diagramm, b) Milzzellen markiert mit anti B220 PerCP und anti 
CD19 PE; die doppelt positive Zellpopulation wurde in eine neue Region eingefasst, c) Zellen markiert mit anti 
mCCR6 Antikörper oder Isotyp-Antikörper IgG2a als Primärantikörper und anti Ratte IgG (H+L) Alexa 488 als 
Sekundärantikörper. Die Milzzellen wurden dem Standard Durchflusszytometrie-Färbeprotokoll unterzogen. Die 
dargestellten Diagramme sind repräsentativ für drei voneinander unabhängige Versuche. 
 
Für Versuche zum Nachweis der Bindung von mBD14 an B-Zellen wurden die CD19+ Zellen 
aus den präparierten Milzzellen mit Hilfe der CD19 Microbeads anhand der MACS-Säule 
isoliert (siehe 2.3.9). Daraufhin wurden die isolierten B-Zellen zusätzlich in einer Standard-
Färbung mit anti B220 PerCP, anti Maus CCR6, mCCL20:Ig, mBD14:Ig oder hIgG1 als 
Kontrolle markiert und durchflusszytometrisch analysiert.  
Das Histogramm in Abb. 30a zeigt die Bindung von mCCL20:Ig an B220+ CCR6+ Zellen 
(hIgG1 MFI=2,45 und mCCL20:Ig MFI=15,1). In Abb. 30b ist die Bindung von mBD14:Ig an 
B220+ CCR6+ Zellen dargestellt (hIgG1 MFI=2,45 und mBD14:Ig MFI=96,8). 
 
Abb. 30: Bindung von mBD14:Ig und mCCL20:Ig an B220+ CCR6+ Zellen. a) B220+ CCR6+ Zellen 
markiert mit mCCL20:Ig oder hIgG1 und anti human IgG (H+L) PE als Sekundärantikörper, b) B220+ CCR6+ 
Zellen markiert mit mBD14:Ig oder hIgG1 und anti human IgG (H+L) PE als Sekundärantikörper. Die 
Milzzellen wurden mit Hilfe der CD19 Microbeads über eine MACS-Säule isoliert, anschließend im Standard-
Färbeprotokoll mit anti B220 PerCP und anti Maus CCR6 Ak markiert und durchflusszytometrisch analysiert. 
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3.10 Die Rolle des mBD14 im Tumorwachstum 
 
Aufgrund der bisherigen Ergebnisse wie z. B. die Expression von mBD14 in dendritischen 
Zellen, die Aktivierung von Chemotaxis über den Chemokinrezeptor CCR6 oder die 
Interaktion von mBD14 mit B-Zellen, stellte sich die Frage, welche Rolle mBD14 im 
adaptiven Immunsystem spielt. Zu diesem Zweck wurde der Einfluss von β-Defensinen auf 
ein in unserem Labor etabliertes syngenes Tumormodell untersucht. RT-PCR Versuche mit 
RNA von BFS-1 Fibrosarkomen und BFS-1 Fibrosarkomzellen zeigten, dass mBD14 zwar im 
BFS-1 Tumor in vivo, nicht aber in BFS-1 Zellen in vitro zu finden ist. Daher wurde ein 
Tumormodell entwickelt, in dem die Bedeutung von mBD14 für das Tumorwachstum in 
Zusammenhang mit dem adaptiven Immunsystem untersucht werden konnte. 
 
3.10.1 Nachweis der mBD14-Expression im BFS-1 Fibrosarkom 
 
Mittels RT-PCR sollte überprüft werden, ob Zellen der BFS-1 Fibrosarkomzelllinie oder von 
BFS-1 Zellen in syngenen C57BL/6 Mäusen erzeugte Fibrosarkome mBD14 exprimieren. 
Dazu wurde aus den Zellen oder Biopsien der Fibrosarkome die Gesamt-RNA isoliert, in 
cDNA revers transkribiert und diese in einer PCR-Reaktion mit den entsprechenden Primern 
für mBD14 und β-Aktin amplifiziert (siehe 2.1.3 und 2.2.2-2.2.4). 
Auf diese Weise konnte die Expression von mBD14 in Biopsien von BFS-1 Tumoren, aber 
nicht in BFS-1 Zellen nachgewiesen werden (Abb. 31). Möglicherweise wird das in den 
Tumorbiopsien nachgewiesene mBD14 von tumorinfiltrierenden Leukozyten exprimiert. 
 
 
Abb. 31: Nachweis der Expression von mBD14 im BFS-1 
Tumor. Aus den syngenen BFS-1 Zellen oder Biopsien von 
BFS-1 Tumoren in C57BL/6 wt Mäusen isolierte Gesamt-RNA 
wurde revers transkribiert und die erhaltene cDNA (5 µl) in 
einer PCR-Reaktion mit den Primern mBD14 5’, mBD14 3’,   
β-Aktin 5’ und β-Aktin 3’ eingesetzt. DNA-Längenstandard: 
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3.10.2 Einfluss des mBD14 auf das Tumorwachstum 
 
Im Rahmen der Versuche zum Einfluss von mBD14 auf das Tumorwachstum oder auf 
tumorinfiltrierende Leukozyten wurde die BFS-1 Fibrosarkomzelllinie verwendet. Diese 
Zellen wurden mit den zuvor hergestellten Expressionsvektoren für mBD14:Ig, mBD4:Ig und 
p55:Ig transfiziert. Als Kontrollen dienten einerseits nicht transfizierte BFS-1 wt Zellen, 
andererseits BFS-1 Zellen, die mit dem p55:Ig-Expressionskonstrukt transfiziert wurden. Das 
p55:Ig diente als Kontrolle, um einen Einfluss des hIgG1-Teils ausschließen zu können. In 
diesem Zusammenhang wurde schon früher gezeigt, dass das p55TNFR- (TNF-Rezeptor 1, 
CD120a) Fusionsprotein das Tumorwachstum nicht beeinflusst (Hehlgans et al., 2002). Den 
syngenen C57BL/6 Mäusen wurden jeweils 1,5 x 106 Zellen in einem Volumen von 50 µl 
dorsal subkutan appliziert (siehe 2.4.2). In regelmäßigen Abständen von 2-3 Tagen wurde das 
Wachstum der Fibrosarkome auf den Mäusen durch das Vermessen von Länge und Breite 
bestimmt. Die auf diese Weise ermittelten Mittelwerte ± SD der Tumorfläche in cm2 wurden 
im Diagramm dargestellt. Die Gruppen bestanden aus jeweils 5 Tieren. 
Während der ersten 8 Tage zeigten alle Tumoren einen gleichmäßigen Verlauf im 
Tumorwachstum mit einem Zuwachs von ca. 0,05-0,09 cm2 pro Messintervall. An den 
folgenden Tagen stagnierte dieser Zuwachs leicht, da die Tumoren eine Größe erreichten, in 
der die Versorgung des Gewebes durch Diffusion alleine nicht mehr ausreichte und es 
folglich zum Einsetzten der Vaskularisation kam. Ab diesem Zeitpunkt zeigten die Tumoren, 
die von mBD14:Ig exprimierenden BFS-1 Zellen gebildet wurden, eine deutlich gesteigerte 
Größenzunahme mit einem Zuwachs pro Messintervall von ca. 0,31 cm2. Im Gegensatz dazu 
zeigten auch nach Beginn der Gefäßbildung die nicht transfizerten Tumoren oder mit p55:Ig 
transfizierten Tumoren keine signifikante Zunahme des Tumorwachstums mit einem Zuwachs 
von ca. 0,18 cm2 pro Messintervall. An Tag 22 nach Inokulation der Tumorzellen zeigten die 
mBD14:Ig exprimierenden Tumoren ein signifikant (p≤0,0079) größeres Tumorwachstum 
(Abb. 32a+b). 
Zudem wurde dieser Versuch auch mit mBD4:Ig exprimierenden BFS-1 Zellen durchgeführt. 
Dabei stellte sich heraus, dass mBD4:Ig im Gegensatz zu mBD14:Ig keinen Effekt auf das 
Wachstum der Tumoren hat. Der Versuch wurde daher an Tag 18 nach der Tumorzell-
Inokulation beendet (Abb. 33a+b). 
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Abb. 32: Wachstum der BFS-1 Tumoren in C57BL/6 Mäusen. a) Liniendiagramm, b) Punktwolken-
diagramm. Von BFS-1 Zellen, die zuvor mit dem Expressionsvektor für mBD14:Ig (BFS-1 mBD14:Ig) oder 
p55:Ig (BFS-1 p55:Ig) transfiziert wurden, und Wildtyp Zellen (BFS-1 WT) wurden 1,5 x 106 Zellen in 50 µl 
den C57BL/6 Mäusen dorsal subkutan appliziert. Dargestellt sind die Mittelwerte der Gruppen (je n=5) ± SD 




Abb. 33: Wachstum der BFS-1 Tumoren in C57BL/6 Mäusen. a) Liniendiagramm, b) Punktwolken-
diagramm. Von BFS-1 Zellen, die zuvor mit dem Expressionsvektor für mBD4:Ig (BFS-1 mBD4:Ig) oder p55:Ig 
(BFS-1 p55:Ig) transfiziert wurden, und Wildtyp Zellen (BFS-1 WT) wurden 1,5 x 106 Zellen in 50 µl den 
C57BL/6 Mäusen dorsal subkutan appliziert. Dargestellt sind die Mittelwerte der Gruppen (je n=5) ± SD. 
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Da das verstärkte Tumorwachstum der mBD14:Ig exprimierenden BFS-1 Zellen mit einer 
veränderten Zellproliferation begründet werden könnte, wurden die unterschiedlich 
transfizierten Zellen in 96-Loch-Platten in unterschiedlichen Konzentrationen ausgesät und  
24 h inkubiert. Anschließend konnte ein MTT-Assay durchgeführt werden (siehe 2.3.10). 
Dabei korreliert der OD540 Wert mit der metabolischen Aktivität der Zellen im jeweiligen 
Loch. Die Versuche wurden in Triplikaten angesetzt und deren Mittelwerte ± SD im 
Diagramm aufgetragen. 
Die in Abb. 34 dargestellte Grafik zeigt, dass mit dem mBD14:Ig-Expressionsvektor 
transfizierte BFS-1 Zellen die gleiche Proliferationsrate aufweisen wie mit p55:Ig-
Expressionsvektor transfizierte oder nicht transfizierte Zellen. Folglich kann ein verstärktes 
Tumorwachstum aufgrund einer veränderten Zellproliferation in vitro ausgeschlossen werden. 
 
Abb. 34: MTT-Assay zur Bestimmung der Zellvitalität. BFS-1 Zellen, die mit dem mBD14:Ig-
Expressionsvektor (BFS-1 mBD14:Ig) oder dem p55:Ig-Expressionsvektor (BFS-1 p55:Ig) transfiziert wurden 
und nicht transfizierte BFS-1 Zellen wurden in 96-Loch-Platten ausgesät und über 24 h inkubiert. Nach der 
Zugabe von MTT wurden die Zellen weitere 4 h inkubiert, anschließend mit SDS ü. N. lysiert und schließlich 
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3.10.3 Analyse der tumorinfiltrierenden Leukozyten 
 
Da für mBD14 u. a. bereits gezeigt wurde, dass es über CCR6 Chemotaxis induziert und an 
B-Zellen bindet, sollte nun überprüft werden, welchen Einfluss die Expression von mBD14 
im BFS-1 Tumor auf die Zusammensetzung der tumorinfiltrierenden Zellen ausübt. Daher 
wurde aus den an Tag 22 nach Inokulation entnommenen soliden Tumoren mittels 
Collagenase D-Verdau Einzelzellsuspensionen hergestellt (siehe 2.3.6), die einer 
standardgemäßen durchflusszytometrischen Färbung unterzogen wurden. Hierfür wurden die 
Antikörper gegen CD4, CD8, CD11c, CD45R/B220, CD80 und MHCII der Maus verwendet 
(siehe 2.1.6). Im Rahmen der durchflusszytometrischen Analyse wurde zuerst durch den 
Ausschluss toter Zellen, die mit DAPI gefärbt wurden, eine Lebend-Zell-Region festgelegt. 
Anschließend wurden die jeweiligen Leukozytenpopulationen anhand ihrer Marker 
untersucht. Die im Folgenden dargestellten Diagramme zeigen den Mittelwert ± SD des 
jeweiligen Anteils der untersuchten Leukozytenpopulation aller lebender Leukozyten der 
jeweiligen Gruppe in Prozent (Abb. 35). Jede Gruppe bestand aus 5 C57BL/6 Mäusen. In der 
Suspension enthaltene Tumorzellen konnten aufgrund ihrer Größe schon vorher 
ausgeschlossen werden. Der dargestellte BFS-1 Tumorversuch ist repräsentativ für drei 
voneinander unabhängig durchgeführte Versuche. 
In der Untersuchung der Zusammensetzung tumorinfiltrierender Lymophozyten stellte sich 
heraus, dass der Anteil an CCR6+ B220+ B-Zellen (BFS-1 wt 7,17 ± 0,94, BFS-1 p55:Ig 9,5 ± 
1,05, BFS-1 mBD14:Ig 17,57 ± 3,3) in den mBD14:Ig exprimierenden Tumoren signifikant 
(p=0,03) erhöht war (Abb. 35a). Der prozentuale Anteil an aktivierten antigenpräsentierenden 
Zellen (APCs) (BFS-1 wt 15,43 ± 1,69, BFS-1 p55:Ig 17,83 ± 3,27, BFS-1 mBD14:Ig 14,73 ± 
2,38) war hingegen in allen untersuchten Tumoren annähernd gleich (Abb. 35b). Die CD4+  
T-Zellpopulation war im mBD14:Ig exprimierenden Tumor wiederum geringer (BFS-1 wt 
28,67 ± 0,86, BFS-1 p55:Ig 27,57 ± 7,31, BFS-1 mBD14:Ig 15,0 ± 1,53) als in den 
Kontrolltumoren (Abb. 35 c). Schließlich wurde noch die CD8+ T-Zellpopulation in den 
jeweiligen Tumoren untersucht (BFS-1 wt 20,27 ± 4,09, BFS-1 p55:Ig 15,95 ± 6,17, BFS-1 
mBD14:Ig 16,03 ± 3,1), doch hier zeigte sich wiederum kein Unterschied in den 
verschiedenen Tumoren (Abb. 35d). 
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Abb. 35: Untersuchung der Zusammensetzung tumorinfiltrierender Leukozyten. a) Prozentualer Anteil 
CCR6+ B220+ B-Zellen, p=0,03, b) Anteil CD11c+ CD80+ MHCII+ antigenpräsentierender Zellen, c) Anteil 
CD4+ Zellen, d) Anteil CD8+ Zellen. Aus C57BL/6 Mäusen an Tag 22 nach Inokulation entnommenen soliden 
Tumoren wurden mittels Collagenase D-Verdau Einzelzellsuspenionen hergestellt. Diese wurden nach einer 
standardgemäßen Färbung mit Antikörpern gegen CD4, CD8, CD11c, CD45R/B220, CD80 und MHCII der 
Maus markiert und durchflusszytometrisch untersucht (repräsentativ für drei voneinander unabhängig 
durchgeführte Versuche). 
 
3.10.4 Expression der proangiogenen Faktoren MIP-2 und VEGFα  
 
Aufgrund dessen, dass das Tumorwachstum u. a. auch von der Angiogenese abhängig ist, 
wurde mittels RT-PCR und quantitativer RT-PCR die Expression der proangiogenen Faktoren 
MIP-2 und VEGFα untersucht. Dazu wurde die Gesamt-RNA aus BFS-1 wt Zellen, BFS-1 wt 
Tumoren oder mBD14:Ig exprimierenden BFS-1 Tumoren isoliert, in cDNA transkribiert und 
damit eine Standard PCR-Reaktion mit den Primern MIP-2 5’ und MIP-2 3’ sowie dem 
entsprechenden Primer-Paar für β-Aktin (siehe 2.1.3. und 2.2.2-2.2.4) oder eine quantitative 
RT-PCR den Primer-Paaren für MIP-2 (Katalog-Nummer: PPM02969E) oder VEGFα 
(Katalog-Nummer: PPM03041E) von SABiosciences (Frederick, MD, USA) sowie 18S 
rRNA 5’ und 18S rRNA 3’, wie unter 2.2.5, beschrieben, durchgeführt. Die Entnahme der 
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Tumorbiopsien wurde an Tag 22 nach Inokulation der Tumorzellen durchgeführt. Die 
Versuche wurden in drei voneinander unabhängigen Experimenten durchgeführt. 
Die Überprüfung der MIP-2-Expression mittels RT-PCR zeigte, dass BFS-1 wt Zellen bereits 
in vitro MIP-2 exprimieren. Folglich konnte auch in soliden BFS-1 wt Tumoren, die in einer 
Maus wuchsen, MIP-2-Expression festgestellt werden. In Tumoren, die mBD14:Ig 
exprimieren, wurde im Vergleich zu den BFS-1 wt Tumoren eine vermehrte Expression des 
MIP-2 beobachtet (Abb. 36). 
 
 
Abb. 36: Nachweis der MIP-2-Expression in BFS-1 wt Zellen, BFS-1 wt Tumoren und BFS-1 mBD14:Ig 
Tumoren. Aus den syngenen BFS-1 Zellen oder Biopsien von BFS-1 wt Tumoren sowie mBD14:Ig 
exprimierenden BFS-1 Tumoren, die in C57BL/6 wt Mäusen wuchsen, isolierte Gesamt-RNA wurde revers 
transkribiert und die erhaltene cDNA (5 µl) in einer PCR-Reaktion mit den Primern MIP-2 5’, MIP-2 3’,           
β-Aktin 5’ und β-Aktin 3’ eingesetzt. DNA-Längenstandard: 100 bp Ladder (5 µl). Repräsentativ für drei 
voneinander unabhängig durchgeführte Versuche. 
 
Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR wurde die Expression von MIP-2 und VEGFα in den 
Tumorbiopsien überprüft. Dabei konnte, wie in Abb. 37a dargestellt, gezeigt werden, dass 
zum Zeitpunkt der Entnahme eine erhöhte Expression von MIP-2 in Tumoren, die mBD14:Ig 
exprimieren, zu finden war (Median-Werte der relativen Expression: BFS-1 wt=1,42; BFS-1 
p55:Ig=4,23; BFS-1 mBD14:Ig=26,91). In Abb. 37b ist gezeigt, dass in keiner der 
Tumorbiopsien eine erhöhte Expression von VEGFα nachzuweisen war (Median-Werte der 
relativen Expression: BFS-1 wt=7,01; BFS-1 p55:Ig=7,41; BFS-1 mBD14:Ig=6,73). 
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Abb. 37: Nachweis der Expression von MIP-2 und VEGFα  in BFS-1 wt, BFS-1 p55:Ig und BFS-1 
mBD14:Ig Tumoren. Aus Biopsien von BFS-1 wt Tumoren oder Tumoren, die p55:Ig oder mBD14:Ig 
exprimieren und auf C57BL/6 Mäusen wuchsen, isolierte Gesamt-RNA wurde revers transkribiert und je 5 µl 
der cDNA in eine quantitative RT-PCR-Reaktion mit den Primer-Paaren für MIP-2 (Kat.-Nr.: PPM02969E) und 
VEGFα (Kat.-Nr.: PPM03041E) sowie 18S rRNA 5’ und 18S rRNA 3’ durchgeführt. Aufgetragen sind die 
Einzelwerte und deren Median. 
 
3.10.5 Untersuchung der Gefäßbildung im Tumor 
 
Nachdem im mBD14:Ig exprimierenden Tumor eine erhöhte MIP-2-Expression zu sehen war, 
wurde die Gefäßverteilung in den jeweiligen Tumoren immunhistochemisch überprüft. 
Hierfür wurden den an Tag 22 nach Inokulation entnommenen Tumoren kleine 
Gewebeproben für histologische Analysen entfernt und cryokonserviert. Von diesen Proben 
wurden daraufhin 5 µm dicke Gewebeschnitte angefertigt und diese einer 
immunhistochemischen Färbung unterzogen. Dabei wurden die Gefäße mit dem anti CD31 
Antikörper oder dem Isotyp-Antikörper in einer 1:200 Verdünnung und dieser wiederum mit 
einem sekundären AP-konjugierten Antikörper in einer 1:1000 Verdünnung markiert. 
Zellkerne wurden mit Methylgrün sichtbar gemacht (siehe 2.1.6 und 2.5). Nachdem die Histo-
Präparate der Tumoren eingebettet waren, konnten diese unter dem Mikroskop bei einer 160 x 
Vergrößerung betrachtet werden. Von jedem Tumor-Präparat wurden mindestens drei 
Gesichtsfelder fotografiert. 
In den histologischen Präparaten der BFS-1 wt Tumoren und der BFS-1 p55:Ig Tumoren 
wurden CD31+ Gefässtrukturen gefunden. Der Vergleich mit den histologischen Präparaten 
der BFS-1 mBD14:Ig Tumoren zeigt jedoch einen deutlich höheren Anteil an CD31+ 
Gefäßstrukturen in Tumoren, die mBD14:Ig exprimieren. Die Isotyp-Kontrollen waren stets 
negativ (Abb. 38). 
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Abb. 38: Immunhistochemische Untersuchung der Vaskularisation im BFS-1 Tumor. BFS-1 wt, BFS-1 
p55:Ig, BFS-1 mBD14:Ig (von links nach rechts). Anti CD31 Färbung (oben), Isotypkontrollen (unten). Von an 
Tag 22 nach Inokulation entnommenen Tumoren wurden kleine Gewebeproben entfernt und kryokonserviert. 
Anschließend wurden davon 5 µm dicke Gewebeschnitte angefertigt und diese in einer immunhistochemischen 
Färbung mit einem anti CD31 Antikörper oder dessen Isotyp-Antikörper und mit einem AP-konjugierten 
sekundären Antiköper markiert. Zellkerne wurden mit Methylgrün angefärbt (repräsentativ für drei voneinander 
unabhängig durchgeführte Versuche). Vergrößerung 160 x, die Balkenlänge entspricht 100 µm. 
 
Der in den histologischen Präparaten gezeigte höhere Anteil an Gefäßstrukturen in mBD14:Ig 
exprimierenden Tumoren im Vergleich zu p55:Ig exprimierenden oder nicht transfizierten 
Tumoren korreliert mit der erhöhten Expression des Vaskularisationsfaktors MIP-2 in 









4.1 Identifikation des Defb14-Gens 
 
Bislang wurde das mBD14-Gen als neues Mitglied der β-Defensin-Familie nicht näher 
charakterisiert. Die Sequenz des Defb14 ORF wurde erstmals 2003 von A. Maxwell in der 
Gendatenbank Mouse Gemome Informatics (MGI) veröffentlicht. In einer Publikation über 
die antimikrobielle Aktivität von Lungenzellen der Maus gegenüber Staphylococcus aureus 
von 2005 wurde das Defb14 als ein Ortholog des DEFB103, dem Gen des hBD3, postuliert 
(McMichael et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun erstmals anhand der Daten aus 
Sequenzvergleichen, die mittels des ClustalW Algorithmus durchgeführt wurden, gezeigt, 
dass die Aminosäuresequenz des mBD14 zu 68 % mit der Sequenz des hBD3 übereinstimmt. 
Vergleicht man die cDNA-Sequenzen miteinander, so ergibt sich sogar eine Homologie von 
72 %. 
Ebenso wie der ORF von hBD3 zusammen mit den anderen β-Defensin-Genen im humanen 
Genom auf Chromosom 8 in der Region p22-p23.1 lokalisiert ist (Harder et al., 1997; 
Linzmeier et al., 1999; Garcia et al., 2001), so ist auch der ORF des mBD14 zusammen mit 
den meisten anderen β-Defensin-Genen im Genom der Maus auf Chromosom 8 in der 
homologen Region A lokalisiert (Huttner et al., 1997; Jia et al., 2000). Des Weiteren weist das 
Defb14-Gen den für die Familie der β-Defensine charakteristischen Aufbau von zwei Exons 
und einem Intron auf (Liu et al., 1998; Bals et al., 1999). Ebenfalls charakteristisch für die 
Familie der β-Defensine ist die Anzahl und Anordnung der sechs Cystein-Reste und ihre 
Verknüpfung zu Disulfidbrücken in der Reihenfolge Cys1-Cys5, Cys2-Cys4 und Cys3-Cys6 
(Tang et al., 1993; Zimmermann et al., 1995). Im Alignment der Aminosäuresequenz des 
mBD14 in Abb. 2d ist zu sehen, dass auch hier die Cystein-Reste in gleicher Anzahl sowie in 
der gleichen Anordnung vorhanden sind. Ein weiteres hoch konserviertes Motiv Gly-X-Cys4, 
das im zweiten β-Strang liegt und eine β-Schleife bildet (Hoover et al., 2000), ist ebenfalls 
vorhanden. Es wird angenommen, dass diese β-Schleife für eine Drehung im β-Faltblatt 
verantwortlich ist und damit notwendig ist für die Strukturbildung und die korrekte Faltung 
(Xie et al., 2005).  
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Obwohl die Aminosäuresequenzen der verschiedenen β-Defensine auch zwischen 
verschiedenen Spezies wie z. B. Mensch und Maus relativ wenig konserviert erscheinen, ist 
die Sekundär- und Tertiärstruktur hoch konserviert (Bauer et al., 2001). Aus diesen Gründen 
ist anzunehmen, dass Sekundär- und Tertiärstruktur des mBD14 äquivalent zu den bisher 
analysierten Lösungsstrukturen von hBD1-3 und mBD7/8 sind (Bauer et al., 2001; Schibli et 
al., 2002). Als Peptidsequenz des aktiven mBD14 wurde die in Abb. 2c indizierte 
Aminosäuresequenz (blau) angesehen, die mit Hilfe des Markov Cluster Algorithmus 
ermittelt wurde und die Kernsequenz der Proteinfamilie der β-Defensine darstellt (Enright et 
al., 2002). Die anhand Computer-basierter Methoden prognostizierte Sequenz des 
Signalpeptids (grün) wurde hierbei ausgeschlossen.  
 
 
4.2 Nachweis der Expression von mBD14 in vivo 
 
Bisher untersuchte β-Defensine der Maus sind in ihrer Expression auf bestimmte Zellen oder 
Gewebetypen bzw. Organe beschränkt. Hierbei muss jedoch der Immunstatus berücksichtigt 
werden, da sich im Falle einer Infektion oder einer Entzündung das Expressionsmuster 
verändern kann. Die Produktion der humanen Defensine hBD1-4 ist in Epithelien und 
zahlreichen Gewebetypen und Organen zu finden (Pazgiera et al., 2006). Außerdem konnte 
gezeigt werden, dass distinkte hämatopoetische Zellen wie Monozyten, Makrophagen und 
dendritische Zellen hBD1 und hBD2 exprimieren (Duits et al., 2002). Die Expression von 
mBD4 ist wiederum auf Zunge, Trachaea, Ösophagus, Lunge und Magen begrenzt (Jia et al., 
2000; Schofield et al., 2004; Rivas-Santiago et al., 2006). Interessanterweise ist die 
Expression der mBD14-mRNA in allen hier untersuchten Organen nachweisbar (Abb. 4). 
Eine andere kürzlich veröffentlichte Studie bestätigt die im Organismus der Maus weit 
verbreitete Expression von mBD14 (Hinrichsen et al., 2008). Die Expression in Trachaea, 
Ösophagus und Zunge scheint konserviert zu sein, da für hBD3 ebenfalls die Expression in 
diesen Organen nachgewiesen werden konnte (Harder et al., 2001). Mit wenigen Ausnahmen 
sind die meisten dieser Organe üblicherweise verschiedensten Umweltfaktoren, darunter auch 
Bakterien, Viren und Pilze, ausgesetzt. Vermutlich stellt daher die Expression des mBD14 in 
diesen Organen einen weiteren Bestandteil der antimikrobiellen Abwehr der Maus dar. Des 
Weiteren wurde die mRNA-Expression des mBD14, im Gegensatz zu dessen Ortholog hBD3, 
auch in dendritischen Zellen gefunden (Abb. 5). Somit konnte erstmals die Expression eines        
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β-Defensins der Maus in diesen Zellen nachgewiesen werden. Diese Expression findet nicht 
konstitutiv sondern reguliert statt, da BMDCs, die nicht mit TLR-Liganden, wie z. B. LPS, 
stimuliert wurden, weniger mBD14-mRNA exprimieren, als Zellen, die mit TLR-Liganden 
stimuliert wurden. Folglich führt die Stimulierung von TLR4 mit LPS in dendritischen Zellen 
zu einer Erhöhung der mBD14-Expression. Allgemein führt die Aktivierung von TLR4 durch 
LPS zur Aktivierung des NF-κB-Signalwegs und damit zur Expression proinflammatorischer 
Zytokine (Fitzgerald et al., 2001; Horng et al., 2001; Beutler et al., 2003). Aufgrund 
Computer-basierter Promotoranalysen, die jedoch keine NF-κB-Bindestellen im mBD14-
Promotor nachweisen konnten, ist davon auszugehen, dass die mBD14-Expression in BMDCs 
unabhängig von dem NF-κB-Signalweg induziert wird. Welche Transkriptionsfaktoren bei 
der Expression von mBD14 aktiviert werden, ist noch zu klären.  
Der Nachweis der Expression und Regulation von mBD14 in BMDCs korreliert mit 
Ergebnissen aus früheren Studien, die zeigen, dass nach Stimulierung von Epithelzellen mit 
TLR-Liganden die Expression von β-Defensinen induziert oder noch verstärkt werden kann 
(MacRedmond et al., 2005; Huang et al., 2006; Uehara et al., 2007).  
 
 
4.3 Regulation der Expression von mBD14 
 
Nachdem in BMDCs nach Stimulierung mit LPS eine gesteigerte Expression von mBD14 
beobachtet werden konnte, sollten weitere Pattern-recognition-Rezeptoren identifiziert 
werden, die nach ihrer Aktivierung zur Induktion der mBD14-Expression führen. Hierfür 
wurden zunächst BMDCs mit verschiedenen TLR-Liganden, wie z. B. LPS, stimuliert. 
Anschließend wurde die relative Expression von mBD14 mittels quantitativer RT-PCR 
bestimmt. Dabei zeigte sich nach Stimulierung mit den untersuchten Liganden für TLR3 
(Poly (I:C)), TLR4 (LPS) und TLR9 (CpG) eine erhöhte Expression von mBD14-mRNA 
(Abb. 6). Interessanterweise ist diese relative Expression auch nach Stimulierung mit        
Poly (I:C) zu beobachten. Poly (I:C) ist strukturell ähnlich zu doppelsträngiger RNA, wie sie 
in manchen Viren zu finden ist, und damit deren synthetisches Analogon. Es aktiviert über 
TLR3 den Promotor von NF-κB und IFNβ und führt zur erhöhten Expression von IL-6 und 
TNF (Fortier et al., 2004; Okahira et al., 2005). Möglicherweise spielt damit mBD14 auch in 
der Abwehr von Viren eine wichtige Rolle. Für hBD1 und hBD2 konnte bereits gezeigt 
werden, dass in Epithelzellen nach Stimulierung mit Poly (I:C) neben IFNβ auch die 
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Expression der β-Defensine induziert wird (Schaefer et al., 2005). In dendritischen Zellen 
wiederum wurde nachgewiesen, dass die Poly (I:C)-induzierte und TLR3-abhängige IFNβ-
Expression über den Transkriptionsfaktor IRF-7 reguliert wird (Coccia et al., 2004). Anhand 
Computer-basierter Analysen zeigte sich, dass in der Promotor-Region des mBD14 
Erkennungssequenzen für IRF-7 vorhanden sind. Inwieweit diese über die Poly (I:C)/TLR3-
induzierte Signalkaskade mit der verstärkten Expression von mBD14-mRNA möglicherweise 
zusammenhängen bleibt noch zu klären. 
Ein weiterer Toll-like-Rezeptor, TLR9, ist ebenfalls an der Regulation der Expression von 
mBD14 beteiligt. Die Stimulierung des TLR9 mit CpG-DNA führt zur Produktion von IFNα 
und IFNβ (Coccia et al., 2004). Während jedoch TLR3 ausschließlich virale Komponenten 
erkennt, kann TLR9 sowohl auf virale als auch auf bakterielle Strukturen reagieren und über 
IRF-5 und IRF-7 die Expression von IFNα und IFNβ sowie proinflammatorischer Zytokine 
(Lee et al., 2007) und offensichtlich auch mBD14 induzieren. Möglicherweise sind wie im 
Fall von hBD2 auch noch weitere Toll-like-Rezeptoren, wie z. B. TLR2, an der Regulation 
der Expression von mBD14 beteiligt (Wang et al., 2003; Vora et al., 2004; Lee et al., 2008). 
Während die Toll-like-Rezeptoren im extrazellulären und vesikulären Kompartiment 
Pathogen-assoziierte Moleküle erkennen, übernehmen diese Aufgabe im Zytosol u. a. die 
NOD-Rezeptoren, eine weitere Familie innerhalb der Gruppe der Pattern-recognition-
Rezeptoren. Der NOD1-Rezeptor detektiert eine meso-Diaminopimelinsäure im 
Peptidoglykan Gram-negativer Bakterien. Der NOD2-Rezeptor erkennt hingegen 
Muramyldipeptid (MDP), das ein Bestandteil des Peptidoglykans Gram-positiver und Gram-
negativer Bakterien ist (Chamaillard et al., 2003; Girardin et al., 2003; Girardin et al., 2003; 
Inohara et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass eine frame-shift Mutation (3020insC) im 
Gen des NOD2 häufig assoziiert ist mit Morbus Crohn und zudem in einer stark 
beeinträchtigten Expression von hBD2 und hBD3 resultiert. Daher wird diskutiert, dass die  
β-Defensin-Defizienz aufgrund des fehlenden NOD2-Signalings entscheidend an der 
Ausprägung der Krankheit beteiligt ist (Fellermann et al., 2003; Voss et al., 2006). Aus 
diesem Grund sollte untersucht werden, ob auch für das dem hBD3 orthologe mBD14 eine 
Assoziation mit dem NOD2/CARD15-Signaling nachgewiesen werden kann. Zu diesem 
Zweck wurde die 1700 bp lange Sequenz der 5’-Promotor-Region des Defb14-Gens in einem 
Luziferase-Reporter-System nach Aktivierung des NOD2 durch MDP in der 
Lungenepithelzelllinie LA-4 aus der Maus untersucht. In diesen Versuchen konnte 
nachgewiesen werden, dass nach Stimulierung von LA-4 Zellen mit MDP eine NOD2-
abhängige Aktivierung des mBD14-Promotors stattfindet. Da die Promotor-Region keine  
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NF-κB-Bindestelle aufweist, jedoch mehrere AP-1-Bindestellen nachgewiesen werden 
konnten, ist anzunehmen, dass der MDP-induzierte NOD2-Signalweg über den 
Transkriptionsfaktor AP-1 zur mBD14-Promotoraktivität führt. Versuche in diesem 
Zusammenhang mit hBD2 zeigten bereits, dass sowohl NF-κB als auch AP-1 den hBD2-
Promotor aktivieren (Voss et al., 2006). Weiterhin besteht allerdings noch die Möglichkeit, 
dass durch den NF-κB-Signalweg die Produktion proinflammatorischer Zytokine induziert 
wird, aufgrund dieser die Expression von mBD14 induziert wird. Eine kürzlich 
veröffentlichte Studie zeigt, dass das proinflammatorische Zytokin IFNγ in der Lage ist, die 
Expression von mBD14 zu induzieren (Hinrichsen et al., 2008).  
Dieses Signaltransduktionsmodell wurde in BMDCs überprüft, mit dem Unterschied, dass 
hier NOD2 nicht überexprimiert wird. Es stellte sich heraus, dass sich auch BMDCs mit MDP 
stimulieren lassen und daraufhin eine erhöhte mBD14-mRNA-Expression nachgewiesen 
werden konnte (Abb. 11). Es war jedoch eine vergleichsweise hohe Menge an MDP 
notwendig. Dies lässt sich möglicherweise mit der schlechten Membrangängigkeit dieses 
Moleküls ohne Vehikel wie z. B. ein Lipofektionsmittel oder eine Wasser-Öl-Emulsion 
erklären (Kotani et al., 1977). Die Bedeutung des NOD2-Rezeptors für die Funktion 
antigenpräsentierender Zellen zeigt folgendes Beispiel, in dem als Folge einer Mutation im 
NOD2-Gen (z. B. 3020insC), die zum Verlust der Funktion des Rezeptors führt, dendritische 
Zellen in der Präsentation kostimulatorischer Moleküle beeinträchtigt sind (Kramer et al., 
2006). Ein Defekt in der NOD2-Signaltransduktion könnte in der Maus ebenfalls die 
Expression des mBD14 beeinträchtigen. Somit könnten dendritische Zellen mit defektem 
NOD2 nicht nur in ihrer Antigenpräsentation, sondern auch in ihrer Expression von 
antimikrobiellen Peptiden beeinträchtigt sein. Im Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, 
dass NOD2-defiziente Mäuse in der Expression antimikrobieller Proteine und der 
Bekämpfung von Bakterien beeinträchtigt sind (Kobayashi et al., 2005; Wehkamp et al., 
2005). 
Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass verschiedene extrazelluläre und intrazelluläre 
Pattern-recognition-Rezeptoren, die Pathogen-assoziierte Strukturen von Viren und Bakterien 
erkennen, an der Regulation der mBD14-Expression beteiligt sind. Außerdem zeigte sich, 
dass das β-Defensin 14 der Maus ein ähnliches Expressionsmuster wie das humane               
β-Defensin 3 aufweist. 
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4.4 Antibakterielle Aktivität der rekombinant exprimierten β-Defensin:Ig-
Fusionsproteine 
 
Eine weitere Charakterisierung der biologischen Funktionen sollte mit einem rekombinant 
exprimierten Fusionsprotein durchgeführt werden. Zu diesem Zweck wurde das mBD14 mit 
dem nicht immunstimulatorischen Fc-Teil des humanen IgG1 fusioniert. Als Referenz-
Proteine wurden zusätzlich mBD4, hBD2 und hBD3 als Fusionsproteine hergestellt. Mit Hilfe 
des Fc-Teils ist die Halbwertszeit der Polypeptide erhöht und eine effiziente Aufreinigung der 
Fusionsproteine mittels Protein G-Sepharose möglich (Zheng et al., 1995). Zum Nachweis, 
dass diese rekombinant exprimierten β-Defensin:Ig-Fusionsproteine die für die Familie der  
β-Defensine charakteristische antibakterielle Aktivität besitzen, wurden antibakterielle Assays 
mit verschiedenen Gram-positiven und Gram-negativen Bakterienstämmen durchgeführt. 
Gegen die Gram-negativen Bakterienstämme E. coli ATCC 25922 und P. aeruginosa ATCC 
27853 zeigten die untersuchten β-Defensin:Ig-Fusionsproteine schon ab einer geringen 
Konzentration von 1 µg/ml ihre typische antibakterielle Wirkung. Auch der Gram-positive   
B. subtilis ATCC 6633 zeigt sich empfindlich gegenüber den rekombinanten β-Defensin:Ig-
Fusionsproteinen (Abb. 19-Abb. 22). Der Fc-Teil des humanen IgG1 zeigte keinen Einfluss 
auf das Wachstum der Bakterien (Abb. 23). Für das mBD14:Ig konnte erstmals nachgewiesen 
werden, dass auch dieses Defensin die für diese Familie charakteristische antibakterielle 
Wirkung aufweist. Eine kürzlich veröffentlichte Studie konnte außerdem zeigen, dass es der 
N-terminale Bereich des mBD14-Polypeptids ist, der für die antibakterielle Aktivität 
notwendig ist (Taylor et al., 2008). Die mit Hilfe dieser Versuche nachgewiesene 
antibakterielle Wirkung der untersuchten β-Defensin:Ig-Fusionsproteine, die unabhängig von 
der Gram-Färbung ist, bestätigt die Ergebnisse früherer Studien mit hBD2 und hBD3 (Bals et 
al., 1998; Garcia et al., 2001).  
Im Gegensatz dazu sind alle hier untersuchten β-Defensin:Ig-Fusionsproteine nicht in der 
Lage S. aureus ATCC 25923 abzutöten (Abb. 19-Abb. 22). Im Fall von hBD2 und hBD3 
konnte in früheren Studien jedoch eine antimikrobielle Wirkung gegen S. aureus 
nachgewiesen werden (Harder et al., 2001; Midorikawa et al., 2003; Maisetta et al., 2006). 
Ursächlich für die nicht vorhandene bakterizide Wirkung ist möglicherweise der hIgG1 Fc-
Teil der Fusionsproteine. Ähnlich wie Streptococcus sp. trägt auch S. aureus auf seiner 
Oberfläche Protein G, das in der Lage ist IgG-Antikörper über ihren Fc-Teil zu binden, um 
sich somit vor einer möglichen Opsonierung zu schützen (Bjorck et al., 1984; Gatlin et al., 
2006). Da also in den hier durchgeführten antibakteriellen Versuchen mit S. aureus die 
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verwendeten hIgG1-Fusionsproteine mit ihrem Fc-Teil möglicherweise an das Protein G der 
Bakterienoberfläche gebunden waren, konnte das jeweilige β-Defensin die Zellhülle nicht 
mehr angreifen (Abb. 39). Ein im Rahmen einer bakteriellen Infektion therapeutisch 
eingesetztes β-Defensin:Ig-Fusionsprotein hätte folglich nur ein eingeschränktes 
Wirkungsspektrum.  
 
Abb. 39: Modell zum Schutz von S. aureus vor       
β-Defensin:Ig-Fusionsproteinen. Schematische Dar-
stellung der Hypothese zum Schutz des S. aureus.      
E. coli ohne Protein G kann von β-Defensin:Ig-
Fusionsproteinen angegriffen werden. S. aureus fängt 
mittels Protein G das Fusionsprotein ab und inaktiviert 





Inwieweit die antibakterielle Aktivität der β-Defensine 4 und 14 der Maus von der 
Salzkonzentration abhängig ist, wie für die beiden humanen Defensine hBD1 und hBD2 
gezeigt (Bals et al., 1998; Singh et al., 1998), wurde nicht untersucht. Allerdings wurde in 
dieser Arbeit, wie beschrieben, ein Puffer mit physiologischen Salzkonzentrationen von 
Natriumchlorid, Natriumhydrogenphosphat und LB-Nährmedium verwendet. Offensichtlich 
ist die beschriebene Salzsensitivität neben der Natriumchlorid-Konzentration noch von 
weiteren Faktoren abhängig. Überdies deutet die antimikrobielle Wirkung der β-Defensin:Ig-
Fusionsproteine unter physiologischen Bedingungen darauf hin, dass sowohl mBD4 und 
mBD14 als auch hBD2 und hBD3 auch in vivo antimikrobielles Potenzial besitzen. Versuche 
mit transgenen Mäusen könnten in diesem Zusammenhang zur Klärung beitragen. Im Fall von 
hBD2 konnte bereits gezeigt werden, dass es in vitro zwar unter physiologischen 
Kochsalzbedingungen nicht mehr antibakteriell aktiv ist, in vivo aber seine volle 
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4.5 Bindung und Aktivierung des Chemokin-Rezeptors CCR6 durch 
mBD14 
 
Der bislang einzige Chemokin-Ligand des CC-Chemokin-Rezeptor 6 (CCR6) ist CCL20 
(auch MIP-3α oder LARC genannt) (Baba et al., 1997; Liao et al., 1997). Eine Vielzahl 
proinflammatorischer Stimuli wie z. B. TNF, IL-1, IL-17 und IFNγ führt zu einer starken 
Expression von CCL20 in verschiedenen Geweben und Zellen, wie beispielsweise im 
intestinalen Epithel oder in Keratinozyten der Haut (Homey et al., 2000; Kwon et al., 2002). 
Der Chemokin-Rezeptor CCR6 wird von B-Zellen, von Untergruppen von CD4+ und CD8+ T-
Zellen und von dendritischen Zellen exprimiert (Baba et al., 1997; Liao et al., 1999; 
Kucharzik et al., 2002). Im Zusammenhang mit β-Defensinen ist bereits bekannt, dass einige 
Vertreter dieser Familie wie beispielsweise hBD1 und hBD2 sowie mBD2 und mBD3 über 
den CCR6-Rezeptor Chemotaxis induzieren können (Yang et al., 1999; Biragyn et al., 2001). 
Bisher war es jedoch noch nicht möglich, die Bindung von β-Defensinen an CCR6 direkt 
nachzuweisen. 
Zur Untersuchung der Interaktion von mBD4:Ig und mBD14:Ig mit CCR6 wurde eine 
mCCR6 exprimierende HEK-293 Zelllinie hergestellt. Mit Hilfe durchflusszytometrischer 
Methoden (FACS) konnte die Expression des mCCR6 auf der Oberfläche der HEK-293 
Zellen nachgewiesen werden (Abb. 24). Diese mCCR6-exprimierenden Zellen wurden 
anschließend verwendet, um die Bindung des rekombinant exprimierten mBD14:Ig an 
mCCR6 mittels FACS-Analysen zu überprüfen. Als Positivkontrolle diente rekombinant 
exprimiertes mCCL20:Ig-Fusionsprotein. Die Ergebnisse zeigten erstmals eine spezifische 
Bindung eines β-Defensin:Ig-Fusionsproteins an mit mCCR6 transfizierten HEK-293 Zellen. 
Diese Ergebnisse bestätigen die Interaktion von hBD2, hBD3, mBD2 und mBD3 mit CCR6, 
die in bisherigen Arbeiten aufgrund der beobachteten CCR6-abhängigen chemotaktischen 
Aktivität dieser β-Defensine postuliert wurde (Yang et al., 1999; Biragyn et al., 2001; Wu et 
al., 2003). Wie der Vergleich des MFI-Wertes (mean fluorescence intensity) mit dem von 
mCCL20:Ig zeigt, ist diese Bindung des mBD14:Ig allerdings nicht so stark ausgeprägt wie 
bei dem Liganden mCCL20:Ig (Abb. 25). Mit diesen Versuchen konnte außerdem 
nachgewiesen werden, dass die rekombinant exprimierten β-Defensin:Ig-Fusionsproteine 
neben ihrer antimikrobiellen Wirkung weitere biologische Aktivitäten aufweisen. Im 
Vergleich zur Überprüfung der biologischen Aktivität der exprimierten Proteine mittels 
antibakterieller Assays, in denen die Sekundär- und Tertiärstruktur der Proteine keine Rolle 
spielt (Kluver et al., 2005), konnte hier nachgewiesen werden, dass die rekombinant 
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exprimierten Proteine die für die Interaktion mit dem CCR6 benötigte korrekte Faltung 
aufweisen, da ansonsten eine Bindung an CCR6 nicht möglich wäre (Wu et al., 2003). Eine 
aktuelle Forschungsarbeit zeigt in diesem Zusammenhang, dass die chemotaktische Aktivität 
des mBD14 und des hBD3 nicht von der Summe der Cystein-Reste oder der 
Disulfidbrückenbindungen abhängig ist, sondern, dass speziell das fünfte Cystein in der 
Aminosäuresequenz eine entscheidende Rolle spielt (Taylor et al., 2008). 
Nachdem die Bindung von mBD14:Ig an mCCR6 nachgewiesen werden konnte, galt es nun 
herauszufinden, ob diese Bindung auch eine biologische Funktion hat. Hierfür wurden 
Chemotaxisversuche sowohl mit mCCR6- oder hCCR6-exprimierenden HEK-293 Zellen als 
auch mit Monozyten von Mensch oder Maus, die nachweislich CCR6 nicht exprimieren 
(Baba et al., 1997; Yang et al., 1999), durchgeführt. Wie in Abb. 26 und Abb. 27 gezeigt ist, 
sind mBD4 und mBD14 ausschließlich speziesspezifisch in der Lage, mCCR6-exprimierende 
Zellen zur Chemotaxis anzuregen, während deren humane Orthologe hBD2 und hBD3 sowohl 
speziesspezifisch als auch kreuzspezifisch die Migration mCCR6- und hCCR6-
exprimierender Zellen induzieren können. Im Gegensatz dazu kann in Monozyten des 
Menschen und der Maus CCR6-unabhängig durch mBD4, mBD14, hBD2 und hBD3 
Chemotaxis induziert werden. Hierbei spielt es jedoch keine Rolle, von welcher Spezies die 
Monozyten stammen. Die Daten korrelieren mit Studien, in denen gezeigt wurde, dass          
β-Defensine Chemotaxis von Monozyten induzieren können (Garcia et al., 2001; Yang et al., 
2002; Conejo-Garcia et al., 2004). Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass mBD14 
über mCCR6, nicht aber über hCCR6, sowie mindestens einen weiteren, noch unbekannten 
Rezeptor Chemotaxis induzieren kann.  
Der von unreifen dendritischen Zellen exprimierte Chemokinrezeptor CCR6 ist entscheidend 
daran beteiligt, dass diese Zellen zum Infektions- oder Entzündungsherd wandern und dort 
ihre Funktion als Phagozyten und antigenpräsentierende Zellen wahrnehmen können (Dieu et 
al., 1998; Cook et al., 2000; Osterholzer et al., 2005). Aufgrund bakterieller Strukturen in 
solchen Infektionsherden werden β-Defensine verstärkt exprimiert. Dort sind sie 
möglicherweise als weiterer chemotaktischer Faktor an der Rekrutierung von DCs und 
anderen CCR6-exprimierenden Zellen beteiligt. Defensine wie beispielsweise hBD3 oder 
mBD2 sind zudem auch in der Lage die angelockten DCs über TLR1/2 oder TLR4 zu 
aktivieren und somit eine TH1-polarisierte Immunantwort hervorzurufen (Biragyn et al., 2002; 
Funderburg et al., 2007).  
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4.6 Die Interaktion von mBD14 mit CCR6+ B-Lymphozyten 
 
In den beschriebenen Chemotaxisversuchen konnte bereits gezeigt werden, dass mBD14:Ig 
über den Chemokinrezeptor CCR6 Zellen zur Migration anregen kann. Da B220+ CD19+     
B-Lymphozyten ebenfalls CCR6 exprimieren (Baba et al., 1997), sollte schließlich überprüft 
werden, ob mBD14:Ig über CCR6 mit B-Zellen interagieren kann. Mittels FACS-Analysen 
konnte gezeigt werden, dass die Maus-Zelllinie A20 CCR6 auf der Zelloberfläche trägt. 
MBD14:Ig zeigt eine Bindung an diese Zellen und wie schon in den Versuchen mit CCR6-
exprimierenden HEK-293 Zellen fällt die Bindung im Vergleich zu mCCL20:Ig schwächer 
aus (Abb. 28). 
Im Weiteren wurden primäre, CCR6+ B-Zellen untersucht, die anhand ihrer spezifischen 
Marker B220 und CD19 identifiziert werden konnten. Interessanterweise bindet in diesem 
Fall offensichtlich mCCL20:Ig schwächer an die primären B-Zellen als mBD14:Ig (Abb. 30). 
Möglicherweise liegt dies in der Kompetition des mCCL20:Ig mit dem anti-mCCR6-
Antikörper begründet, da beide Reagenzien gleichzeitig zugegeben wurden. Dies würde aber 
auch bedeuten, dass das mBD14:Ig nicht ausschließlich an CCR6 bindet, wie ebenfalls die 
Chemotaxisversuche zeigten, da es bei gleichzeitiger Zugabe des anti-mCCR6-Antikörpers 
immer noch eine deutliche Bindung an B-Lymphozyten zeigt. Andererseits könnten auch 
Toll-like-Rezeptoren für eine Bindung von mBD14:Ig an B-Zellen in Frage kommen, da 
mehrere β-Defensine bereits als TLR-Liganden beschrieben wurden (Biragyn et al., 2002; 
Funderburg et al., 2007; Minguet et al., 2008). B-Zellen aus CCR6-defizienten Mäusen 
könnten hier entscheidend zur Klärung beitragen. Bezüglich der Interaktion von β-Defensinen 
mit B-Zellen konnte gezeigt werden, dass β-Defensine, als Adjuvans eingesetzt, zu einer 
vermehrten Proliferation und Antikörperproduktion der B-Zellen bzw. zur 
Antikörperproduktion gegen ansonsten nicht immunogene Proteine beitragen (Tani et al., 
2000; Wang et al., 2007). Betrachtet man aber wieder die Bindung von mBD14 an CCR6, 
ergibt sich eine weitere potenzielle immunmodulatorische Funktion. Im Zusammenhang mit 
der Entstehung von Lymphfollikeln z. B. in entzündeter Mukosa konnte nachgewiesen 
werden, dass gerade CCR6 auf B-Zellen an der Ausbildung follikulärer Strukturen 
entscheidend beteiligt ist (Williams, 2006; McDonald et al., 2007). Somit könnte in 
entzündetem Gewebe exprimiertes mBD14 möglicherweise zur Etablierung von 
Lymphfollikeln und damit zur Entwicklung einer lokalen, adaptiven Immunantwort beitragen. 
 
 
Diskussion  95 
 
Zusammenfassend kann man zu den bisher identifizierten Funktionen die Hypothese 
aufstellen, dass mBD14 als antimikrobielles Peptid die erste Barriere für pathogene Keime 
darstellt. Durch proinflammatorische bakterielle Strukturen wie LPS und MDP wird es in 
verschiedensten Organen sowie in dendritischen Zellen verstärkt exprimiert. Dies führt zu 
einer effizienten Bekämpfung der Bakterien einerseits direkt durch dessen antimikrobielle 
Eigenschaft, andererseits durch die chemotaktische Rekrutierung von CCR6-exprimierenden 
antigenpräsentierenden Zellen und B-Lymphozyten zum Ort der Infektion (Abb. 40). 
 
 
Abb. 40: Schematische Darstellung der Hypothese zum bisher identifizierten Wirkungsspektrum von 
mBD14. Am Ort einer Infektion induzieren bakterielle Strukturen wie LPS und MDP über TLR4 und NOD2 die 
Expression des mBD14. Dies führt zur Bekämpfung der Pathogene sowohl direkt aufgrund der antibakteriellen 
Eigenschaften als auch indirekt durch die Rekrutierung von CCR6-exprimierenden dendritische Zellen und      
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4.7 Die Rolle des mBD14 im Tumorwachstum 
 
Die bisher beschriebenen Ergebnisse verdeutlichen, dass β-Defensine nicht nur aufgrund ihrer 
antimikrobiellen Aktivität, sondern auch wegen ihrer Wirkung auf Zellen des adaptiven 
Immunsystems einen wesentlichen Einfluss auf eine induzierte Immunantwort haben können. 
Aufgrund der durch mBD14 induzierten chemotaktischen Aktivität gegenüber CCR6-
exprimierenden Zellen sollte der Einfluss dieser chemotaktischen Wirkung in Bezug auf das 
Tumorwachstum in einem syngenen BFS-1-Fibrosarkom-Tumormodell überprüft werden. 
Interessanterweise konnte in Biopsien von BFS-1 Tumoren die Expression von mBD14-
mRNA nachgewiesen werden, in BFS-1 Zellen in vitro wurde jedoch keine mBD14-mRNA-
Expression festgestellt (Abb. 31). Damit ist davon auszugehen, dass im Tumor mBD14 von 
tumorinfiltrierenden Leukozyten exprimiert wird, vor allem aufgrund des Nachweises der 
mBD14-Expression in BMDCs. Zur Überprüfung der Funktion des mBD14 während der 
Tumorentwicklung wurden BFS-1 Zellen, die mBD4:Ig, mBD14:Ig oder als Kontrolle p55:Ig 
exprimieren, syngenen C57BL/6 Mäusen subkutan appliziert. Die Tumoren, die aus 
mBD4:Ig- oder p55:Ig-exprimierenden BFS-1 Zellen generiert wurden, zeigten ein ähnliches 
Wachstumsverhalten wie Tumoren, die aus BFS-1 wt Zellen entstanden (Abb. 33). 
Überraschenderweise zeigte sich jedoch, dass mBD14:Ig-exprimierende Tumoren ab dem 
Eintreten der Vaskularisation einen deutlich schnelleren Wachstumsverlauf als die 
entsprechenden Kontrolltumoren aufweisen (Abb. 32). Anhand daraufhin durchgeführter 
MTT-Assays konnte eine Veränderung der Zellproliferation oder der Zellvitalität aufgrund 
der Transfektion mit β-Defensin-Expressionsvektoren ausgeschlossen werden (Abb. 34). Der 
Vergleich von mBD4:Ig-exprimierenden Tumoren mit mBD14:Ig-exprimierenden Tumoren 
verdeutlicht, dass das verstärkte Tumorwachstum kein allgemeiner Effekt der Familie der     
β-Defensine ist, sondern auf ein distinktes Protein, das mBD14, zurückzuführen ist. 
Aufgrund der durch mBD14:Ig induzierten chemotaktischen Aktivität von CCR6-
exprimierenden Zellen sollte die Zusammensetzung der Leukozyten in den Tumoren 
überprüft werden. Die Analyse der tumorinfiltrierenden Leukozyten in den BFS-1 Tumoren 
zeigte, dass der prozentuale Anteil an reifen dendritischen Zellen (Abb. 35) und unreifen DCs, 
sowie NK-Zellen (Daten nicht gezeigt) sich zwischen den verschiedenen Tumorentitäten nicht 
unterscheidet. Ebenso konnte kein signifikanter Unterschied in der infiltrierenden CD8+ 
Zellpopulation gemessen werden. Im Gegensatz dazu war jedoch in mBD14-exprimierenden 
Tumoren ein geringerer Anteil an CD4+ Zellen zu finden. In Korrelation zu den CCR6-
Bindungsversuchen und den Chemotaxis-Assays mit mBD14 konnte aber vor allem ein 
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signifikant höherer Anteil an CCR6+ B220+ Zellen in mBD14-exprimierenden Tumoren 
nachgewiesen werden (Abb. 35). Das verdeutlicht, dass sich der chemotaktische Effekt des 
mBD14 auf CCR6-exprimierende Zellen auch in vivo nachweisen lässt. Im Zusammenhang 
mit einem verstärkten Tumorwachstum konnte in früheren Studien bereits gezeigt werden, 
dass B-Lymphozyten einen negativen Effekt auf die Bekämpfung eines Tumors haben können 
(Qin et al., 1998; Perricone et al., 2004; Shah et al., 2005). Warum allerdings der Anteil 
unreifer DCs, die ebenfalls CCR6 exprimieren, sich nicht erhöhte, ist unklar. Vermutlich 
müsste man hierfür die durchflusszytometrischen Analysen mittels weiterer zellspezifischer 
Marker noch weiter differenzieren, um Unterschiede sichtbar zu machen.  
Die verstärkte Zunahme des Tumorwachstums tritt in den Versuchen mit BFS-1 Tumoren erst 
nach Beginn der Angiogenese in Erscheinung. Es ist bekannt, dass während des 
Tumorwachstums die Angiogenese einsetzt, sobald der Tumor eine Größe erreicht hat, in der 
die Versorgung durch Diffusion nicht mehr gewährleistet ist (Hanahan et al., 1996). Daher 
liegt es nahe, dass die Expression des mBD14 direkt oder indirekt die Angiogenese 
beeinflusst. In diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass die Expression von 
mBD29 bei gleichzeitig vermehrter Produktion des Wachstumsfaktors VEGFα im 
Ovarialkarzinom zu einer verstärkten Vaskularisation und damit zu einem verbesserten 
Tumorwachstum führt. Dabei stellte sich heraus, dass mittels mBD29 rekrutierte 
tumorinfiltrierende DC-Vorläuferzellen sich in gefäßbildende Endothel-ähnliche Zellen 
umorganisieren und damit auch Endothel-Marker wie z. B. CD31 und CD34 tragen. Auf diese 
Weise tragen sie entscheidend an der Gefäßbildung in diesen Tumoren bei. Außerdem 
exprimiert etwa die Hälfte dieser DC-Vorläuferzellen, die als vaskulären Leukozyten (VLCs, 
vascular leukocytes) bezeichnet werden, auch CCR6 (Conejo-Garcia et al., 2004; Conejo-
Garcia et al., 2005). Diese scheinen an der Neovaskularisation entscheidend beteiligt zu sein, 
denn wenn diese Zellen durch den Einsatz eines an anti-CCR6-Antikörper gekoppelten 
Toxins getötet werden, ist das Tumorwachstum wieder deutlich reduziert (Coukos et al., 
2005). Eine Überexpression von mBD14 im BFS-1 Tumor könnte folglich über eine CCR6-
induzierte Chemotaxis proangiogene Leukozyten in den Tumor einwandern lassen. Allerdings 
konnte in den mBD14-exprimierenden BFS-1-Tumoren keine erhöhte VEGFα-Expression 
festgestellt werden. Jedoch konnte eine erhöhte Expression von MIP-2, welches proangiogene 
Eigenschaften aufweist und ortholog ist zum humanen IL-8, nachgewiesen werden (Abb. 36 
und Abb. 37). Tatsächlich wurde bereits gezeigt, dass MIP-2 eine wichtige Rolle in der 
Tumorangiogenese spielt (Kollmar et al., 2006). In Korrelation zu diesen Ergebnissen, wurde 
in einer anderen Forschungsarbeit gezeigt, dass CCL20-exprimierende Tumorzellen ebenfalls 
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ein schnelleres Tumorwachstum aufweisen und mehr unreife dendritische Zellen den Tumor 
infiltrieren. Die Expression von Wachstumsfaktoren wurde hier jedoch nicht überprüft 
(Bonnotte et al., 2004). Eine Interpretation der Summe der Daten lässt also die 
Schlussfolgerung zu, dass mittels CCL20 und mBD14 proangiogene Zellpopulationen den 
Tumor infiltrieren und dort mit Hilfe von proangiogenen Faktoren, wie z. B. VEGFα oder 
MIP-2, das Tumorachstum begünstigen. Im Umkehrschluss würde dies bedeuten, dass man 
das Tumorwachstum möglicherweise einschränken könnte, wenn man CCL20 und/oder 
mBD14 als Liganden des CCR6 aus dem System entfernen und damit die Rekrutierung 
proangiogener Zellpopulationen verhindern würde. Derzeit werden proangiogene 
Zellpopulationen, wie z. B. vaskuläre Leukozyten, als Grundlage für eine zelluläre Tumor-
Therapie im Zusammenhang mit der Hemmung von Wachstumsfaktoren diskutiert (Wang et 
al., 2007; Fainaru et al., 2008; McLean et al., 2008; Osada et al., 2008). In aktuellen Studien 
konnte gezeigt werden, dass auch gerade die vermehrte Expression von CCR6 die 
Ausprägung von Karzinomen beeinflusst. In Karzinomen mit starker CCR6-Expression 
entstehen beispielsweise häufiger Metastasen, als in Karzinomen mit geringer CCR6-
Expression. Ebenso korreliert die Stärke der CCR6-Expression mit der Entwicklung und 
Aggressivität eines Karzinoms. Daher wird auch speziell CCR6 als ein weiteres Ziel der 
Tumor-Therapie diskutiert (Ghadjar et al., 2006; Uchida et al., 2006; Ghadjar et al., 2008). 
Immunhistochemische Untersuchungen der Gewebeschnitte von Biopsien der BFS-Tumoren 
zeigen Unterschiede in der Gefäßbildung. Die histologischen Präparate der mBD14-
exprimierenden Tumoren zeigen einen deutlich höheren Anteil an CD31+ Gefäßstrukturen im 
Vergleich zu Präparaten der anderen Tumorentitäten (Abb. 38). Allerdings findet die 
Expression des VEGFα sowohl in mBD14:Ig-exprimierenden Tumoren als auch in den 
anderen Tumorentitäten auf dem gleichen Niveau statt. Die MIP-2-Expression ist hingegen in 
mBD14:Ig-exprimierenden Tumoren erhöht. Das bedeutet, dass hier die verstärkte 
Angiogenese mit der vermehrten Produktion von MIP-2 korreliert.  
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Expression von mBD14 im Tumorgewebe 
zu einer erhöhten Expression von proangiogenem MIP-2 führt und diese mit einer erhöhten 
Ausbildung vaskulärer Gefäßstrukturen einhergeht, die wiederum die Voraussetzung für das 
beobachtete, verbesserte Tumorwachstum darstellt. Diese Ergebnisse zeigen ebenfalls, dass 
neben den in der Literatur bisher beschriebenen antitumoralen Eigenschaften von                  
β-Defensinen (Biragyn et al., 2001; Wang et al., 2007; Xu et al., 2007; Bullard et al., 2008) 
auch, wie hier für mBD14 gezeigt, proangiogene, Tumor-unterstützende Wirkungen von      
β-Defensinen möglich sind. 




Aus der umfangreichen Familie der β-Defensine der Maus wurde das mBD14 als neues 
antimikrobielles Peptid dieser Familie erstmals identifiziert und funktionell charakterisiert. In 
zukünftigen Experimenten gilt es, die bisher erhaltenen Ergebnisse noch weiter zu 
differenzieren. So ist beispielsweise noch zu untersuchen, welche anderen Faktoren neben der 
Aktivierung von Pattern-recognition-Rezeptoren die Expression des mBD14 beeinflussen 
und welche Signalwege und Transkriptionsfaktoren daran beteiligt sind. 
Während der Untersuchungen bezüglich der Interaktion von mBD14 mit CCR6 stellte sich 
interessanterweise heraus, dass es auf Monozyten noch mindestens einen weiteren 
Chemotaxis-induzierenden Rezeptor geben muss, der β-Defensine als Liganden nutzt. Um 
weitere biologische Funktionen von mBD14 zu untersuchen, ist es notwendig, diesen zu 
identifizieren und zu charakterisieren. 
Nachdem gezeigt wurde, dass mBD14 das Tumorwachstum begünstigt, müssen die hierfür 
ursächlichen Mechanismen geklärt werden. Dabei ist z. B. die Frage zu beantworten, welchen 
Einfluss die vermehrte Infiltration von CCR6+ B220+ Zellen in mBD14-exprimierenden 
Tumoren auf das Tumorwachstum hat. Ebenso ist noch unklar, wodurch die erhöhte MIP-2 
Expression in diesen Tumoren hervorgerufen wird. Ein besonderes Augenmerk gilt hierbei 
CCR6-exprimierenden Zellen. In diesem Zusammenhang könnte z. B. die Untersuchung 
CCR6-defizienter Mäuse im BFS-1 Tumormodell zur Klärung der Rolle dieses 
Chemokinrezeptors im beschleunigten Tumorwachstum beitragen. 
 
 




Die Familie der β-Defensine der Maus umfasst eine große Zahl an bisher meist nur auf 
genomischer Ebene identifizierter Gene. Erst wenige dieser β-Defensine wurden bisher 
synthetisiert oder rekombinant exprimiert und bezüglich ihrer biologischen Funktion 
untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun erstmals das neue β-Defensin 14 der Maus 
als Ortholog des humanen β-Defensin 3 beschrieben werden. Der ORF des Defb14 weist die 
für die Familie der β-Defensine charakteristische Organisation in zwei Exons auf. Das 
mBD14-Polypeptid enthält am N-termialen Ende eine Signalpeptidsequenz, die zur Sekretion 
des Proteins führt. Außerdem ist die für die β-Defensin-Familie typische Anordnung der 
sechs Cystein-Reste, die für die Ausbildung der Tertiärstruktur entscheidend sind, im 
mBD14-Polypeptid konserviert. 
Entsprechend der Expression von hBD3 wurde die mRNA-Expression von mBD14 in 
verschiedenen Organen der Maus, darunter Trachaea, Lunge, Magen und Darm 
nachgewiesen. Diese Organe sind aufgrund ihrer Funktion unterschiedlichen Umweltfaktoren 
ausgesetzt und benötigen daher besonderen antimikrobiellen Schutz. Erstmals wurde hier 
auch die Expression eines β-Defensins in BMDCs der Maus beschrieben. Die verstärkte 
mBD14-mRNA-Expression nach Stimulierung mit LPS, einem TLR4-Liganden, deutete auf 
eine Regulation der Expression durch Pattern-recognition-Rezeptoren hin. Daher wurde   
Poly (I:C) als synthetisches Analogon zu doppelsträngiger viraler RNA und Ligand für TLR3 
sowie CpG als bakterielles DNA-Motiv und Ligand für TLR9 zur Stimulierung von BMDCs 
eingesetzt. Bei den Stimulierungen mit TLR-Liganden konnte eine verstärkte mBD14-
Expression nachgewiesen werden.  
Als weiterer intrazellulärer Pattern-recognition-Rezeptor wurde NOD2/CARD15 untersucht. 
Reportergen-Analysen zeigten, dass NOD2/CARD15-Aktivierung nach Stimulierung mit 
dessen Ligand MDP, einem Bestandteil des Peptidoglykans bakterieller Zellwände, zur 
Induktion der mBD14-Expression führt.  
Das mBD14:Ig-Fusionsprotein zeigte in antimikrobiellen Assays die für die β-Defensin-
Familie charakteristische antimikrobielle Aktivität gegen Gram-positive und Gram-negative 
Bakterien. S. aureus zeigte sich jedoch geschützt vor der antibakteriellen Aktivität der 
untersuchten β-Defensin:Ig-Fusionsproteine. Ein Grund hierfür ist möglicherweise das  
Protein G, das auf der Zelloberfläche von S. aureus zu finden ist und den Ig-Teil der 
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Fusionsproteine binden kann, wodurch die antibakterielle Wirkung der β-Defensin:Ig-
Fusionsproteine aufgehoben werden kann. 
Überdies wurde der Chemokinrezeptor CCR6 der Maus als potenzieller Rezeptor für mBD14 
in HEK-293 Zellen exprimiert und anschließend die Bindung von mBD14:Ig an mCCR6 
mittels durchflusszytometrischer Analysen nachgewiesen. In Chemotaxisversuchen mit 
hCCR6- oder mCCR6-exprimierenden HEK-293 Zellen sowie humanen PBMCs und 
residenten Peritonealzellen der Maus wurde eine speziesspezifische Interaktion von mBD14 
und von mBD4 mit mCCR6 festgestellt. Im Gegensatz dazu zeigte sich, dass hBD2 und hBD3 
sowohl mit mCCR6 als auch mit hCCR6 interagieren können. Zudem wurde die Bindung von 
mBD14:Ig an B-Zellen, die endogen CCR6 exprimieren, nachgewiesen. Außerdem wurde 
gezeigt, dass auf Monozyten, die keinen funktionellen CCR6-Rezeptor exprimieren, noch ein 
weiterer chemotaktischer Rezeptor für β-Defensine exprimiert werden muss.  
Im BFS-1-Fibrosarkom-Tumormodell konnte nachgewiesen werden, dass die intratumorale 
mBD14:Ig-Expression das Tumorwachstum fördert, ohne jedoch das Wachstumsverhalten der 
BFS-1-Fibrosarkomzellen in vitro zu verändern. In Korrelation zu den Versuchen zur 
Interaktion von mBD14:Ig mit mCCR6 konnte gezeigt werden, dass der prozentuale Anteil an 
CCR6+ B220+ B-Lymphozyten, gemessen an der Gesamtheit tumorinfiltrierender Zellen, 
signifikant erhöht war. Die Expression von mBD14:Ig im Tumorgewebe führt zu einer 
erhöhten Expression des proangiogenen MIP-2, während die Expression von weiteren 
proangiogenen Faktoren, wie z. B. VEGFα, unbeeinflusst bleibt. Anhand 
immunhistochemischer Untersuchungen wurde in mBD14:Ig-exprimierenden Tumoren ein 
erhöhter Anteil vaskulärer Gefäßstrukturen nachgewiesen, die eine Voraussetzung für das 
beobachtete verbesserte Tumorwachstum darstellen.  
 
In der vorliegenden Arbeit konnte mBD14 als neues Mitglied der β-Defensin-Superfamilie 
identifiziert und charakterisiert werden. In weiteren Experimenten zeigte sich, dass mBD14 
nicht nur als antimikrobielles Peptid im Rahmen der angeborenen Immunabwehr eine 
wichtige Rolle spielt, sondern, dass mBD14 ebenso Einfluss nimmt auf antigenpräsentierende 
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